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Cistatin F je inhibitor cisteinskih peptidaz in spada v družino cistatinov tipa II. Od drugih 
cistatinov tega tipa se razlikuje po tem, da ima tri glikozilacijska mesta (na asparaginih na 
mestih 61, 62 in 115) in da se precejšen delež cistatina F nahaja v endosomih/lizosomih 
celic. Sintetizira se kot neaktiven dimer, povezan z dvema disulfidnima vezema. Cepitev 15 
aminokislin na N-koncu olajša njegovo monomerizacijo in pretvorbo v aktivno obliko, ki 
inhibira cisteinske katepsine C, H in L, ki se nahajajo v endosomih/lizosomih. Pokazano je 
bilo, da stopnja glikozilacije vpliva na izločanje in privzem neaktivne oblike cistatina F in 
da je prehod cistatina F v celico in v endosome/lizosome omogočen z vezavo fosforiliranih 
glikanov na M6P-receptor. Namen magistrske naloge je bil ugotoviti ali stopnja glikozilacije 
vpliva na privzem, izločanje iz celice ter lokalizacijo tudi aktivne oblike cistatina F. Za ta 
namen smo naredili enojno, dvojno in trojno neglikozilirane mutante aktivne oblike cistatina 
F in preverili njihovo izražanje, izločanje in prevzem v celice HeLa, ki normalno ne izražajo 
cistatina F. S prenosom western smo določali ali se neglikozilirane aktivne oblike proteina 
izločajo iz transfeciranih celic, in obratno, ali se iz gojišča lahko privzemajo v celice. 
Lokalizacijo v celičnih organelih smo ugotavljali s pomočjo fluorescenčne konfokalne 
mikroskopije. Kot kontrolo smo uporabili polno glikoziliran aktivni cistatin F, ki po 
izražanju prehaja v endosome/lizosome ter se po transfekciji izloča v gojišče in tudi 
privzema nazaj v celico. Z uporabo neglikoziliranih mutant smo ugotovili, da se v celice 
privzema le skrajšan, na mestu 115 neglikoziliran cistatin F. To potrjujejo rezultati 
konfokalne mikroskopije, ki kažejo, da ta mutanta enako kot polno glikozilirana oblika, po 
transfekciji prehaja v endosome/lizosome. Druge neglikozilirane mutante, ki smo jih 
uporabili, se ne privzemajo v celice in se v celici po transfekciji ne nahajajo v 
endosomih/lizosomih. Se pa v gojišče poleg skrajšanega, na mestu 115 neglikoziliranega 
cistatina F, izločata tudi skrajšani in na mestih 61 in 62 neglikozilirani mutanti, kar kaže na 
to, da lahko glikozilacija na asparaginu 115 pripomore k prehodu proteina iz celice. 
Ugotovili smo, da ima glikozilacija tudi na asparaginih na mestih 61 in 62 velik vpliv na 
izločanje in privzem ter tudi na lokalizacijo aktivne oblike cistatina F v celicah HeLa, saj 
neglikozilirane mutante v veliko manjši meri ali pa sploh ne prehajajo membrane. Rezultati 
kažejo tudi na to, da morebitna O-glikozilacija ali fosforilacija nimata vpliva na prehod 
aktivne oblike cistatina F preko membran.  




Cystatin F is a cysteine peptidase inhibitor that belongs to the type II cysteine family. Among 
other differences that distinguish it from other members of type II family, cystatin F 
possesses three glycosylation sites (on asparagines 61, 62 and 115) and is localized in 
endosomal/lyososomal compartments of cells. Cleavage of 15 N-terminal amino acids 
enhances monomerization and turns cystatin F into an active form in which it becomes a 
potent inhibitor of cysteine cathepsines C, H and L, localized in the endo/lysosomal 
compartments. It has been shown that degree of glycosylation influences secretion and 
uptake of cystatin F inactive form and that transition is facilitated by binding of 
phosphorylated glycans to M6P-receptor. The aim of this thesis was to determine whether 
the degree of glycosylation has an effect on secretion, re-uptake and cellular localization of 
active form of cystatin F. For this purpose, we prepared single, double and triple non-
glycosylated mutants of N-terminally truncated cystatine F (active cystatin F) and examined 
their expression, secretion and reuptake on HeLa cells, that normaly do not express cystatin 
F. We determined whether mutants of active form are secreted and taken up by the cells by  
western blot analysis. Using fluorescent confocal microscopy, we analysed the intracellular 
localization of non-glycosylated mutants. As a control, glycosylated N-terminally truncated 
form of cystatin F was used, which is secreted from cells as well as localized in 
endosomal/lysosomal compartments. Our results show that only active cystatin F, non-
glycosylated on asparagine 115 can be taken up to the cell. This result was confirmed by 
confocal microscopy, showing the localization of this mutant after transfection in 
endo/lysosomal compartments. Other non-glycosylated mutants are not localized in the 
endosomal/lysosomal compartments and can not be taken up by the cells. Secretion of 
mutants that are not glycosylated on asparagines 61 and 62 shows us that glycosylation on 
asparagine 115 affects secretion of the protein from the cell. Glycosylation, especially on 
asparagines 61 and 62 has a big impact on secretion, protein uptake and localization of active 
form of cystatin F in HeLa cells. Probably because non-glycosylated mutants are crossing 
the membrane to a much lesser extent or not at all. Results also indicate that the transfer of 
the active form of cystatin F across membranes is not affected by possible O-glycosylation 
or phosphorylation on glycosylation sites. 
 




AEP Asparaginska endopeptidaza 
AK Aminokislina 
Asn, N Asparagin 
ATP Adenozin trifosfat 
ATRA Trans retinoidna kislina 
BSA Goveji serumski albumin 
CD Cluster of differentiation (celična površinska molekula) 
CI-M6P Od kationov neodvisen manoza-6-fosfaten receptor  
CMAP Cystatin-like metastasis associated protein 
CRES Cystatin related epididymal spermatogenic protein 
CTL Citotoksični limfociti T 
Cys, C Cistein 
CysF Cistatin F 
DAPI 4,6-diamidino-2-fenilindol 
DC Dendritične celice 
dH2O Destilirana voda 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DMSO Dimetilsulfoksid 
dN Cys F N-terminalno skrajšan cistatin F 
DNA Deoskiribonukleinska kislina 
dNTP Deoksiribonukleotid 
DTT Ditiotreitol 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Etilendiamintetraocetna kislina 
ER Endoplazmatski retikulum 
FBS HI Fetal bovine serum, heath inactivated (fetusni serum goveda, 
inaktiviran s toploto) 
GA Golgijev apparat 




Glu, Q Glutamin 
HRP Hrenova peroksidaza 
IL Interleukin 
LAMP Lysosome associated membrane glycoprotein 
LB Luria-Bertami 




MBP Major basic protein (glavni bazični protein) 
MHC Poglavitni histokompatibilni kompleks 
MiliqH2O Prečiščena voda 
mRNA Informacijska ribonukleinska kislina 
NK Naravna celica ubijalka 
PBS Fosfatni pufer 
PCR Poliverižna reakcija s polimerazo 
PFA Paraformaldehid 
PRR Pattern recognition receptors (receptorji za prepoznavanje vzorcev) 
RNAse Ribonukleaza 
SDS Natrijev dodecilsulfat 
SDS-PAGE Poliakrilamidna gelska elektroforeza z natrijevim dodecilsulfatom 
Ser, S Serin 
TBS Tris pufer 
TBST Tris pufer z dodanim Tween-om 20  
TCR T-celični receptor 
TEMED N’,N’-tetrametiletilendiamin 
TGN Trans-Golgi network  
Thr Treonin 







Peptidaze so proteolitični encimi, ki katalizirajo hidrolizo peptidne vezi in s tem kontrolirajo 
številne fiziološke procese, kot so prebava hrane, celični katabolizem, apoptoza, rast in 
obnovo kosti, potek celičnega cikla, imunski odziv in druge (1). Delujejo lahko regulatorno, 
tako da z odstranitvijo ene/več aminokislin (AK) spremenijo biološko funkcijo tarče ali pa 
degradacijsko, torej da protein razgradijo v celoti. Glede na mehanizem katalize, jih lahko 
razdelimo v klane in družine. Delimo jih na asparaginske, aspartatne, cisteinske, 
glutaminske, serinske, treoninske in metalo peptidaze (2). 
V človeku je preko 561 genov, ki kodirajo peptidaze. Od tega jih vsaj 148 kodira cisteinske 
peptidaze, v katero spadajo tudi cisteinski katepsini (3). Cisteinski katepsini sodijo v družino 
papainu podobnih cisteinskih peptidaz, klasificirani kot klan CA. V to družino spada 11 
endosomskih/lizosomskih peptidaz, katepsini B, C, F, H, K, L, O, S, V, X in W. Njihova 
glavna funkcija je znotrajcelični proteinski katabolizem. So pomemben del imunskega 
sistema, saj so vključeni v procesiranje in prepoznavo antigenov, migracijo in adhezijo 
imunskih celic, regulacijo citokinov in rastnih hormonov, signalizacijo preko Tollu 
podobnih receptorjev (TLR) ter tudi v citotoksičnost naravnih celic ubijalk (NK celic) in 
citotoksičnih limfocitov T (CTL). Poleg cisteinskih katepsinov je v imunski odgovor, v 
prezentacijo antigenov in signalizacijo preko TLR, vključena še ena lizosomska cisteinska 
peptidaza (C13), legumain, oziroma asparaginska endopeptidaza (AEP) (1).  
Inhibitorji cisteinskih katepsinov pa so cistatini, tiropini, propeptidi, nekateri člani serpinov 
ter splošen inhibitor peptidaz 2-makroglobulin. Najpomembnejši izmed teh so cistatini (3).  
 
Cistatini so endogeni, močno vezujoči in reverzibilni inhibitorji C1 in C13 družine 
cisteinskih peptidaz, ki so prisotne v bioloških tkivih in telesnih tekočinah. Glavna vloga 
cistatinov je regulacija aktivnosti cisteinskih peptidaz, predvsem tistih, sproščenih v 
zunajcelični prostor (4). Glede na podobnosti v aminokislinskem zaporedju in prostorski  
strukturi cistatine razdelimo na tri tipe:  
• Tip I. Cistatini v tej skupini se imenujejo tudi stefini, v katero spadata stefina A in 
B. Sta neglikozilirana proteina, dolga približno 100 AK ostankov in ne vsebujeta ne 
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disulfidnih vezi, ne signalnega peptida. Prisotna sta predvsem znotrajcelično, lahko 
pa tudi v telesnih tekočinah (5). 
• Tip II. V to skupino spadajo cistatini C, D, E/M, F, S, SA, SN, cistatin 11, 12, 13, 
14, testatin in CRES (cystatin related epididymal spermatogenic protein) (1). 
Cistatini tega tipa se večinoma izražajo le zunajcelično. So iz približno 120 AK 
ostankov sestavljeni proteini in vsebujejo disulfidne mostičke. Nekateri člani tega 
tipa so glikozilirani. Cistatini tipa II so sintetizirani kot propeptidi, z 18 – 28 AK 
ostankov dolgim signalnim peptidom, ki jim omogoča prehod preko celične 
membrane v zunajcelični prostor.  
• Tip III. V to skupino spadajo kininogeni, veliki gliko-proteini, sestavljeni iz večjega 
števila cistatinskih domen. Najdeni so v krvni plazmi in drugih telesnih tekočinah, 
kjer je njihova vloga predvsem zagotavljanje sistemske zaščite pred 
endo/lizosomskimi cisteinskimi peptidazami, ki so se sprostile iz celice (1, 5). 
Kininogeni so prekurzorji kininov, ki so potentni peptidni hormoni in imajo anti-
angiogene, proapoptotične in antiadhezivne lastnosti. Kinine sproščajo iz 
kininogenov kalikreini (5) . 
Terciarna struktura je med cistatini izredno ohranjena. Značilna je podaljšana -vijačnica s 
petimi zavoji in 5 verižna antiparalelna -struktura, ovita okrog vijačnice in aktivnega mesta 
za C1 peptidaze, ki ga sestavlja N-terminalna regija in dva zavoja iz konca antiparalelne 
verige -strukture (4). 
 
1.2 Cistatin F 
Cistatin F, drugače poimenovan tudi leukocistatin ali CMAP, z genom CST7 na kromosomu 
20, je inhibitor cisteinskih peptidaz in spada med cistatine tipa II (6, 7, 8). Večinoma je 
izražen le v imunskih limfoidnih celicah, predvsem v NK celicah, CTL, dentritičnih celicah, 
monocitih in neutrofilcih. Nivo izražanja cistatina F je odvisen od fiziološkega stanja, v 
katerem je celica. Močno je povišan v dendritičnih celicah, stimuliranih z LPS, ki izvirajo iz 
monocitov, znižan pa v U937 celicah, ki so diferencirane proti granulocitni veji ali pa 
stimulirane z TPA ali ATRA (2).  
Je nizko molekularni protein, sintetiziran kot 145 AK ostankov dolg protein, z 19 AK 
ostankov dolgim signalnim peptidom (6). Cistatin F se v mnogih pogledih razlikuje od 
drugih članov cistatinske družine. Ima le 29 - 34% homologno aminokislinsko zaporedje z 
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drugimi cistatini tipa II, in vsebuje podaljšano N-terminalno regijo, dva dodatna cisteinska 
ostanka, nekonzervativno substitucijo v aktivnem mestu, ter je le eden izmed dveh cistatinov 
tipa II, ki je glikoziliran (4, 8). Čeprav vsebuje signalni peptid, ki omogoča izločanje proteina 
iz celice, se velik delež cistatina F nahaja znotraj celice in to predvsem v endosomih in 
lizosomih (8).  
 
 
Slika 1: Tridimenzionalna struktura cistatina F. Z modro barvo so označena glikozilacijska mesta 
(N61, N62, N115), z rdečo cisteina, vključena v tvorbo intermolekularnih disulfidnih mostičkov (C26 in 
C63), z zeleno pa vezavno mesto za legumain (N65) (9). 
Sintetiziran je kot neaktiven dimer, povezan z dvema intermolekularnima disulfidnima 
mostičkoma, ki potekata preko Cys26 na eni monomerni enoti in Cys63 na drugem 
monomeru (9). In vitro so za pretvorbo dimera v aktiven monomer potrebni izredno močni 
redukcijski pogoji, v organizmu pa aktivacijo olajša N-terminalna proteolitična cepitev 15 
AK ostankov do Lys35, najverjetneje s strani katepsina V v endosomih/lizosomih (3). V 
dimerni, neaktivni obliki, se v celici nahaja predvsem v ER in GA, v monomerni pa se 
lokalizira predvsem v lizosomih in endosomih (4). Zaradi steričnih ovir dimerni cistatin F ni 
sposoben inhibicije cisteinskih peptidaz iz družine C1 (10). Monomerizacija in N-terminalna 
proteolitična cepitev spremenita inhibitorni profil proteina. Monomerni, neskrajšan cistatin 
F dobro inhibira katepsina F, L, K in V, malo slabše katepsina S in H, sploh pa ne inhibira 
eksopeptidaz, katepsinov C, B in X. S proteolitično cepitvijo 15 AK ostankov z N-
terminalnega dela pa cistatin F postane izredno dober inhibitor katepsina C ter malo boljši 
inhibitor katepsina H. V obeh oblikah, tako monomerni, kot dimerni pa je dober inhibitor 
AEP/legumaina, saj inhibicija cisteinskih peptidaz iz družine C13 poteka preko drugega 
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aktivnega mesta (9). Dimerni, neaktiven protein, se lahko tudi izloči iz celice v zunajcelični 
prostor, nato pa je lahko s strani sosednjih celic privzet in znotraj njih aktiviran v 
endosomih/lizosomih, kjer deluje na tarčne encime. Zaradi sekrecije v obliki neaktivnega 
dimera, je v zunajceličnem prostoru njegovo aktivno mesto zavarovano in ne reagira z 
ekstracelularnimi peptidazami (11).  
 
1.3 Posttranslacijske modifikacije 
Na strukturo in funkcijo proteina ne vpliva samo aminokislinsko zaporedje, ampak tudi 
posttranslacijske modifikacije, med katere med drugim spadata glikozilacija in fosforilacija. 
Po transkripciji in translaciji se s pomočjo različnih encimov na protein kovalentno 
pripenjajo različne verige (npr. sladkorne, fosfatne) Posttranslacijske modifikacije vplivajo 
na številne lastnosti proteina, od interakcij z drugimi proteini, lokalizacije, pa tudi na številne 
biološke procese, med drugim tudi na celični cikel, celično delitev, apoptozo, ekspresijo 
genov in prenos signala (12). 
 
1.3.1 Glikozilacija 
Glikozilacija pomeni encimsko in kovalentno pripenjanje sladkornih verig. Najpomembnejši 
sta O- in N glikozilaciji (12).  
 
N- glikozilacija je pripenjanje sladkornih verig na stransko aminsko skupino asparagina (N) 
(13). Ta posttranslacijska modifikacija se začne po vstopu polipeptida v lumen ER, kjer 
glikoziltransferaza (OST-oligosahariltransferaza) prepozna specifično sekvenco Asn-Xaa-
Ser/Thr (Xaa je poljubna aminokislina) v polipeptidu in vključuje prenos sladkorne verige 
na amidni dušik v stranski verigi Asn (13, 14). Sladkorna veriga, ki se veže najprej, je vnaprej 
sintetiziran blok 14 sladkorjev, ki vsebujejo 2 N-acetilglukozamina (GlcNA), 9 manoz in 3 
glukoze. Po cepitvi 3 glukoz in ene manoze je protein transportiran do GA, kjer glikani 
izgubijo spremenljivo število ostankov manoze in dobijo končno, kompleksno strukturo 
(15). Modifikacija strukture glikanov z uporabo različnih strategij, kot je na primer genetski 
inženiring ali pa z zaviralci encimov, ki sodelujejo pri glikozilaciji, bi lahko izboljšala 
občutljivost rakavih celic na celično terapijo. N-glikozilacija je pogost sintezni korak za 
številne lizosomske in transmembranske receptorje, ki so tarča inhibicije pri terapiji raka. 
Med te sodijo tudi IGF-IR (receptor insulinu podobnega rastnega dejavnika 1), VEGFR 
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(receptor vaskularnega endotelijskega rastnega dejavnika) in proteini iz ErbB družine 
receptorjev (13).  
O-glikozilacija je posttranslacijski dogodek, pri katerem se oligosaharidne verige v GA 
pripenjajo na hidroksilne skupine stranske verige Ser ali Thr, redkeje pa na hidroksiprolin 
ali hidroksilizin (15, 16). Poleg razlik v vezi, je pri nastanku O- in N-vezanih glikanov razlika 
tudi v mehanizmu glikozilacije. Pri N-glikozilaciji, kjer se prekurzor, GlcNA naenkrat veže 
na dušik v Asn, so O-vezani glikani zgrajeni s postopnim pripenjanjem sladkorjev (16). O-
vezani glikani igrajo pomembno vlogo pri lokalizaciji proteinov, njihovi topnosti in 
antigenosti in interakcijami med celicami. O-glikozilacija je v mnogih pogledih podobna 
fosforilaciji. Obe sta regulatorni modifikaciji in zadevata ista mesta v aminokislinskih 
ostankih proteina. To so hidroksilne skupine Ser and Thr, zato se O-glikozilacija in 
fosforilacija kot proteinski modifikaciji izmenjujeta (17). 
 
1.3.2 Fosforilacija 
Reverzibilna fosforilacija proteinov je ena izmed najpomembnejših in pogostejših post 
translacijskih modifikacij. Zaradi konformacijskih sprememb, ki jih povzroči na proteinu, 
fosforilacija regulira funkcijo proteina in signalizacijo v celici. Fosforilira se lahko stranska 
skupina serina, treonina ali tirozina. Vse te aminokisline vsebujejo nukleofilno hidroksilno 
skupino(-OH), ki napade končno fosfatno skupino (-PO3
2- ) univerzalnega donorja adenozin 
trifosfata (ATP). Rezultat je prenos fosfatne skupine na protein, ki ga olajšajo magnezijevi 
ioni, ki kelirajo - in -fosfatno skupino in s tem zmanjšajo potrebno energijo za prenos. 
Reakcija je reverzibilna zaradi velike količine proste energije, ki se sprosti ob cepitvi vezi 
med fosfatoma na ATP-ju (18). Kovalentno pripenjanje fosfatnih skupin je reverzibilen 
proces, reguliran s strani kinaz in fosfataz, ki fosforilirajo in defosforilirajo svoje substrate 
(19).  
 
1.4. Glikozilacija in cistatin F 
Poleg cistatina E/M, je cistatin F edini izmed cistatinov tipa II, ki je glikoziliran. Vsebuje tri 
potencialna N-glikozilacijska mesta (5). Dve glikozilacijski mesti sta kanonični, kjer 
glikozilacija poteče na motivu Asn-Xaa-Thr, to sta Asn62 in Asn115, tretje pa je 
alternativno, nekanonično glikozilacijsko mesto na Asn 61. Verige vezanih oligosaharidov 
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nimajo vpliva na aktivno mesto cistatina, imajo pa vpliv na pretvorbo le-tega v monomerno 
obliko ter na prehod preko membran celice (8).  
 
Slika 2: Aminokislinsko zaporedje cistatina F. Z rumeno barvo sta označeni regiji, ki sta najvrjetneje 
vključeni v vezavo cisteinskih katepsinov, z rdečo cisteina, vključena v tvorbo disulfidnih mostičkov, z 
modro glikozilacijska mesta (N61, N62, N115), z rdečo pa asparagin, pomemben za vezavo legumaina 
(N65) (9). 
Oligosaharidi s končno M6P skupino so pomembni signali za prehod na novo sintetiziranih 
hidrolaz iz GA v lizosom, saj se vežejo na M6P receptor. Obstajata dve vrsti M6P–
receptorja, od kationov odvisen in neodvisen (CI) M6P-receptor (20). Izolacija cistatina F z 
uporabo kolone, na katero je imobiliziran M6P-receptor kaže, da protein vsebuje N-vezane 
glikane, ki so potrebni za vezavo na ta receptor. Zato protein najverjetneje prehaja celično 
membrano ter membrano lizosomov/endosomov preko M6P receptorja (6). Cistatin F je 
sintetiziran kot neaktiven, glikoziliran ter z disulfidnim mostičkom povezan dimer, M6P kot 
del glikanov na asparaginu pa usmeri protein v lizosome, kjer po proteolitični cepitvi 15 AK 
ostankov z N-terminalnega konca poteče monomerizacija. Del dimernega, neaktivnega 
proteina pa je izločenega iz celice, kjer se potem veže na receptorje na bližnji celici, kot je 
npr. CI-MPR (od kationov neodvisen manoza-6-fosfatni receptor). Privzet cistatin F nato 
preko M6P poti preide v lizosome, kjer poteče njegova aktivacija. Z raziskavami so dokazali, 
da so N-vezani glikani na Asn61 in Asn 62 pomembni za privzem cistatina F v celico ter 
prehod v endosome in lizosome, glikozilacija na Asn115 pa naj ne bi bila ključna za ta 
prehod (7). Vendar pa se je v kasnejših raziskavah izkazalo, da se je tudi dvojno 
neglikozilirana mutanta s Ser namesto Asn na mestih 61 in 62, N6162S, delno kolokalizirala 
z markerjem za lizosome, z LAMP-1. Glede na to, da na Ser ne more poteči N-glikozilacija, 
ampak poteče predvsem fosforilacija ali pa tudi O-glikozilacija, je za prehod v lizosome 
pomembna glikozilacija tudi na Asn115, oziroma obstaja alternativen mehanizem za ta 




Slika 3: Shematičen prikaz pretvorbe dimerne oblike cistatina F v monomerno in od te pretvorbe 
odvisno lokalizacijo proteina. Prirejeno po (7). 
Na Asn62 sta vezana dva N-acetilglukozamina (GlcNAc) in fukoza, vezana na proksimalen 
GlcNAc. Dva od teh sladkorjev tvorita vodikove vezi s proteinom, zato je ta glikan na Asn62 
zaradi teh povezav vključen v dimerizacijo in poveča stabilnost dimera, s čimer lahko 
pojasnimo močne redukcijske pogoje za in vitro pretvorbo v monomerno obliko (10).  
 
1.5. Imunski sistem 
Imunski sistem predstavlja obrambni mehanizem, ki organizem varuje pred dejavniki, ki jih 
le-ta oceni kot nevarne. Imunski odziv delimo na prirojenega in pridobljenega, ki 
sinergistično delujeta s skupnim ciljem eliminacije patogenov. Prirojena veja imunskega 
odgovora predstavlja primaren odziv proti tujkom in prepoznava tipične, s patogeni 
povezane molekulske strukture, ki se potem vežejo na posebne celične receptorje, PRR 
(pattern recognition receptors) (21). Prirojen imunski sistem za odstranitev patogena 
uporablja fagocitne celice (nevtrofilce, makrofage, monocite), celice ki sproščajo vnetne 
mediatorje (bazofilci, mastociti in eozinofilci) in naravne celice ubijalke (NK celice). 
Komponente na molekularnem nivoju pa so komplement, proteini akutne faze ter citokini. 
Po določenem času se aktivira sekundarni, pridobljeni imunski odziv, ki vključuje 
proliferacijo antigensko specifičnih limfocitov T in B po stiku celičnih receptorjev na 
površini teh celic z majhnim delom antigena, epitopom (22). Specializirane celice, 
imenovane antigen predstavitvene celice, med katere spadajo tudi monociti, makrofagi, 
limfociti B ter dendritične celice, razgradijo zunajcelične antigene na krajše peptide in jih na 
svoji površini predstavijo na molekulah MHC razreda II, ki ga prepoznajo T-celice 
pomagalke (CD4+). Te s sproščanjem citokinov (IL 4, 5, 6, 10) aktivirajo makrofage, 
8 
 
limfocite B, sprožijo vnetje ter tudi aktivirajo citotoksične limfocite T (CTL) (21, 22). 
Znotrajcelični antigeni pa se po razgradnji v proteasomu prenesejo na ER in naložijo na 
molekule MHC razreda I in predstavijo na celični površini. Ta kompleks prepoznajo CTL. 
Humoralni imunski odziv je posredovan s protitelesi, pri katerem se po vezavi antigena na 
specifične B-celične receptorje na površini limfocitov B le-ta internalizira in sproži 
proliferacijo in izločanje protiteles. Vezava protitelesa na antigen omogoči aktivacijo 
komplementa, uničenje patogena s pomočjo fagocitnih celic ali pa od protiteles odvisno 
citotoksičnost NK celic (22).  
 
1.5.1. Citotoksične celice 
Glavni efektorji celičnega imunskega odziva proti tumorskim in z patogenom okuženim 
celicam so citotoksične celice, med katere spadajo CTL in NK celice. NK celice so del 
prirojenega imunskega sistema, njihovo delovanje pa je neodvisno od predstavitve 
antigenov. Začetni prepoznavi celic, okuženih s patogenimi organizmi ali pa transformiranih 
celic s strani prirojenega imunskega odziva, sledi odgovor s strani pridobljenega imunskega 
odziva, ki je posredovan s klonalno izbranimi in namnoženimi antigen specifičnimi CTL (3). 
CTL se razvijejo iz naivnih CD8+ celic. Te še ne vsebujejo citotoksičnih granul in cirkulirajo 
v periferni krvi. Ob stiku s predstavljenim antigenom v kompleksu z molekulo MHC razreda 
I in v prisotnosti kostimulatornih molekul, TCR začne kaskado reakcij, ki vodijo do 
aktivacije CTL. To sproži klonalno ekspanzijo in diferenciacijo CD8+ naivnih celic, tako da 
v nekaj dnevih iz CD8+ naivne celice nastane CTL, ki vsebuje citotoksične granule z 
grancimi in perforini (2). Kljub temu, da imajo NK celice in CTL številne različne lastnosti, 
imajo skupne mehanizme iniciacije apoptoze tarčnih celic (3). Najpomembnejši mehanizem 
za odstranitev tarčnih rakavih celic s strani NK celic je mehanizem, posredovan s 
citotoksičnimi granulami (9). Ta mehanizem vključuje sprostitev vsebine citotoksičnih 
granul, ki so podobne sekretornim lizosomom, preko imunske sinapse v citosol tarčne celice. 
Granule vsebujejo perforin, grancime, katepsine C, H in L, ter lizosomske membranske 
proteine LAMP-1, LAMP-2 ter LAMP-3 (2). Pomemben efektor citotoksičnosti je perforin, 
ki tvori pore v membrani tarčne celice. Perforin je sintetiziran kot neaktiven propeptid v NK 
celicah in CTL. Aktiviran je s proteolitično cepitvijo kratkega, 20 AK ostankov dolgega C-
terminalnega peptida znotraj citotoksičnih granul. Peptidaza, ki to cepitev opravlja, še ni bila 
dokončno potrjena, vse pa kaže na to, da to funkcijo opravlja katepsin L (23). S tvorbo por 
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v celični membrani omogoči perforin vstop grancimom v tarčno celico. Grancimi so družina 
serinskih peptidaz, ki ob vstopu v tarčno celico sprožijo različne signalne poti za, od kaspaz 
odvisno ali pa neodvisno, celično smrt (3). Pri ljudeh obstaja 5 različnih vrst grancimov, 
grancimi A, B, H, M in K, vsi z drugačnimi substratnimi in ekspresijskimi značilnostmi. 
Vlogo pri citotoksičnosti imata grancima A in B, od katerih je najbolj potenten grancim B, 
njegova zmožnost cepljenja peptidov za aspartatnimi ostanki je zelo podobna kaspazam (24). 
Sintetiziran je kot neaktiven propeptid, ki za aktivacijo potrebuje proteolitično cepitev dveh 
AK ostankov (Gly-Glu)  na N-terminalnem koncu s strani katepsina C (DPPI). Ob odsotnosti 
katepsina C je alternativna peptidaza, ki lahko opravi pretvorbo prograncima v grancim, 
katepsin H (25).  
 
1.6. Vloga cistatina F v imunskem sistemu 
Najpomembnejši izmed cistatinov v imunskih celicah je cistatin F, močan in reverzibilen 
inhibitor cisteinskih katepsinov in legumaina. Najvišje nivoje izražanje ima v NK celicah, 
CTL in DC. Preko inhibicije različnih cisteinskih katepsinov, ki na različnih nivojih 
sodelujejo pri delovanju imunskega sistema, ima cistatin F vlogo v različnih imunskih 
procesih v organizmu. Najpomembnejši je vpliv na citotoksičnost NK celic in CTL preko 
inhibicije katepsina C in H, ki sta glavna in alternativna konvertaza prograncima B v aktivno 
obliko (2). Preko inhibicije katepsina L pa je vključen v procesiranje neaktivne oblike 
perforina v aktivno (23). Cistatin F pa lahko vpliva na citotoksičnost CTL in NK celic tudi 
in trans. V tem primeru se lahko izločen, neaktiven dimer internaliziran s strani receptorskih 
celic. Torej, če je izločen s strani rakavih ali drugih celic v tumorskem mikrookolju, lahko 
povzroči anergijo citotoksičnih celic. Zato je lahko cistatin F pomemben dejavnik, ki ga 





Slika 4: Shematski prikaz regulacije citotoksičnosti NK celic in CTL preko inhibicije katepsinov s 
strani cistatina F (3). 
Cistatin F pa ima vpliv tudi na druge fiziološke in patološke procese v imunskem sistemu. 
Preko inhibicije katepsina L posredno vpliva na procesiranje prokatepsina X in s tem na 
migracijo in zorenje DC (2). Katepsin L je vključen tudi v predstavitvi antigenov preko 
molekul MHC razreda II (8). V normalnih pogojih je najden pretežno v dvoverižni obliki. 
Pretvorbo iz eno- v dvoverižno obliko pa katalizira AEP. Cistatin F povzroči akumulacijo 
katepsina L, saj zmanjša aktivnost lizosomskih katepsinov in s tem katabolizem proteinov, 
kar vpliva tudi na zmanjšanje degradacije katepsina L. Preko supresije AEP, ki katalizira 
spremembo enoverižne v dvoverižno obliko katepsina L, pa povzroči povečanje 
koncentracije enoverižne verige katepsina L (26). 
 
Eozinofilci so levkociti, ki vsebujejo granule s toksičnimi proteini, kot so glavni bazični 
protein (MBP) in eozinofilna peroksidaza. Njihova glavna naloga je varovanje organizma 
pred paraziti, imajo pa tudi izjemen vpliv pri alergijskih boleznih. Cistatin F je ključen 
preživetveni dejavnik za eozinofilce, saj je izredno pmemben za ohranjanje normalnega 
števila ter granularnosti eozinofilcev. Na preživetje in viabilnost te vrste leukocitov vpliva 
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zaradi stabilizacije MBP-I, ki sestavlja sredico granul. Cistatin F regulira tudi druge 
peptidaze, ki stabilizirajo formacijo granul (27).  
 
Povečana ekspresija cistatina F je opažena tudi v mikrogliji, ki predstavlja 
monocitni/makrofagni sistem v centralnem živčnem sistemu, ob akutni demielinizaciji. 
Zmanjšana pa je v kronični fazi, ko je zmožnost remielinizacije že izgubljena. Preko nivoja 
ekspresije cistatina F lahko spremljamo pojavnost demielinizacije in remielinizacije pri 
multipli sklerozi. Nivo mRNA za cistatin F je bil povečan tudi v granulocitih s policitemijo 
veri, mieloproliferativni nepravilnosti, karakterizirani s povečano proliferacijo celic 
mieloidne linije. Zmanjšan nivo ekspresije cistatina F je bil najden tudi v perifernih 
mononuklearnih celicah pacientov s kroničnim simptomom utrujenosti (28). Višji nivoji 
cistatina F proteina so povezani tudi z vnetnimi procesi v pljučih, povečano izražanje pa je 
zaznano tudi v nekaterih tumorjih, kjer koncentracija cistatina F korelira z metastatskim 
potencialom (9).   
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2.  NAČRT ZA DELO  
Od nivoja izražanja in od pretvorbe cistatina F v aktivno obliko je odvisna aktivnost 
katepsinov C in H pa tudi grancima B v citotoksičnih celicah. Transport v 
endosome/lizosome, izločanje in privzemanje v celice tako monomerne kot dimerne oblike 
cistatina F pa je odvisno od njegovega glikozilacijskega stanja in sposobnosti vezave na 
M6P-receptor. Povečano izražanje cistatina F je bilo opaženo pri številnih rakavih celičnih 
linijah in metastatskih celicah. Hkrati pa so tudi celice v tumorskem mikrookolju, kot so na 
primer monociti, bogate s cistatinom F in lahko prispevajo k supresiji citotoksičnih celic. 
Povečano izražanje cistatina F v tumorskem mikrookolju ima zato lahko pomemben vpliv 
na zmanjšan protitumorni imunski odziv (9, 29). S preprečitvijo privzema cistatina F v celice 
in endosome/lizosome preko modifikacije glikozilacijskega profila bi lahko izboljšali 
citotoksični potencial NK celic in citotoksičnih limfocitov T in s tem izboljšali imunoterapijo 
za rakave bolnike (9).   
V okviru magistrske naloge bomo ugotavljali ali glikozilacija aktivne oblike cistatina F 
vpliva na njegov prehod preko celične in endosomske/lizosomske membrane. Kot model 
bomo uporabili celice HeLa, ki jih bomo transfecirali z mutantami aktivne oblike cistatina 
F.  
S poliakrilamidno gelsko elektroforezo z natrijevim lavrilsulfatom (SDS-PAGE), sklopljeno 
s prenosom western bomo preverili, ali se proteini izražajo v transfeciranih celicah, ali se 
izločajo v gojišče in se iz gojišča lahko privzamejo v celice. Lokalizacijo mutant cistatina F 
v sekrecijskih oziroma endosomskih/lizosomskih poteh pa bomo določili s pomočjo 
imunofluorescenčnega barvanja transfeciranih celic s kunčjimi protitelesi proti cistatinu F 
ter z mišjimi protitelesi proti markerjem za sekretorne in endo/lizosomske poti. Rezultate 
bomo detektirali s konfokalnim mikroskopom.   
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3.  MATERIALI IN METODE 
3.4. Materiali 
3.4.1. Laboratorijska oprema 
Preglednica I: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
ChemiDoc ML imaging System  BioRad (ZDA) 
Bralec mikrotitrskih plošč Infinite M1000 Tecan (Švica) 
Powerpac Basic BioRad (ZDA) 
Trans-Blot Turbo Transfer System  BioRad (ZDA) 
Inkubator za celice (37C, 5% CO2) Binder (Nemčija) 
Komora z laminarnim pretokom zraka 
Herasafe KS 
Thermo Scientific (Nemčija) 
Konfokalni mikroskop LSM710 Carl Zeiss (Nemčija) 
2720 Thermal Cycler Applied Biosystems (ZDA)  
NanoDropTM 2000c Spectrophotometer ThermoFisher (ZDA) 
 
3.4.2. Kemikalije in reagenčni kompleti 
Preglednica II: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
Absolutni etanol Sigma-Aldrich (ZDA) 
Agaroza Sigma-Aldrich (ZDA) 
Akrilamid/bisakrilamid (40%) (37,5 : 1) Sigma Aldrich (ZDA) 
Amonijev persulfat (APS) Sigma Aldrich (ZDA) 
Ampicilin (100mg/ml) -mutageneza Sigma Aldrich (ZDA) 
Bromfenol modro Kemika (Hrvaška) 
BSA Sigma (ZDA) 
Complete ULTRA Rablets, Mini, EDTA-
free, EASYpack, Protease Inhibitor Coctail 
Tablets 
Roche (Švica) 
Comassie Brilliant Blue Sigma Aldrich (ZDA) 
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Ditiotreitol (DTT) Sigma 
Dimetilsulfoksid (DMSO) ThermoFisher Scientific (ZDA) 
DMEM, high glucose, GLUTAMAXTM 
suplement 
Gibco, ThermoFisher Scientific (ZDA) 
DNA Gel loading dye (6x) ThermoFisher Scientific (ZDA) 
DNA ligase NewEnglandBioLabs (ZDA) 
dNTP mix ThermoFisher Scientific (ZDA) 
DpnI Endonuclease ThermoFisher Scientific (ZDA) 
EDTA (TAE pufer) Sigma (ZDA) 
FBS HI Gibco ThermFisher Scientific (ZDA) 
Glicerol Carlo Erba (Italija) 
KCl Sigma (ZDA) 
KH2POH4 Sigma (ZDA) 
KOD Hot Start DNA Polymerase Novagen Inc. (ZDA) 
Ladderji za mutagenezo (1kb, 100kb) ThermoFisher Scientific (ZDA) 
LB (Luria-Bertani) Invitrogen 
LumiLight Plus Western Blotting Substrate Roche (Švica) 
MgSO4 Sigma (ZDA) 
Na2HPO4 x 2H2O Serva (Nemčija) 
NaCl Fisher chemical (ZDA) 
Natrijev deoksiholat monohidrat Sigma-Aldrich (ZDA) 
Natrijev dodecil sulfat (10%) Fisher BioReagents (ZDA) 
Ocetna kislina VWR (ZDA) 
PageRulerTM Plus Prestained Protein 
Ladder, 10 to 250kDA CAT:26619 
Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
PBS Gibco, Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
Pen Strep Gibco, Thermo Fisher Scientific (ZDA) 
PolyJetTM In Vitro DNA Tranfection 
Reagent  
SignaGen Laboratories (ZDA) 
Ponceau S Fluka (Švica) 
Posneto mleko v prahu Pomurske mlekarne (Slovenija) 
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ProLong GOLD Antifade reagent with 
DAPI 
Invitrogen (ZDA) 
10x Pufer za mutagenezo Invitrogen (ZDA) 
SYBR Safe DNA Gel Stain ThermoFisher Scientific (ZDA) 
10x Tango pufer ThermoFisherScientific (ZDA) 
TEMED Serva (Nemčija) 
TripanBlue Sigma-Aldrich (ZDA) 
TRIS Serva (Nemčija) 
Triton X-100 Serva (Nemčija) 
TrypLE Select Gibco, ThermoFisher Scientific (ZDA) 
Tween 20 Merch (ZDA) 
Vodna raztopina paraformaldehida (16%) Electron Microscopy Sciences (ZDA) 
 
Preglednica III: Seznam uporabljenih reagenčnih kompletov. 
Reagenčni komplet Proizvajalec 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I VWR (ZDA) 
PCR clean-up Gel extraction Macherey-Nagel (Nemčija) 
Trans-Blot TurboTM Mini Nitrocellulose 
Transfer Pack  
BioRad (ZDA) 
DC Protein Assay BioRad (ZDA) 
 
3.4.3. Oligonukleotidni začetniki  
V preglednici (IV) so zbrani vsi uporabljeni oligonukleotidni začetniki. Pri oblikovanju le-
teh smo upoštevali naslednje zahteve: 
- Talilna temperatura (Tm) začetnik nukleotidov mora biti 52-65 ̊C 
- Vsebnost para gvanin-citozin naj bo 40-60% 
- Znotraj oligonukleotidnih začetnikov ne sme biti nobenih sekundarnih struktur.  
Lastnosti teh oligonukleotidnih začetnikov smo preverili v programu OligoAnalyzer 3.1, ki 
je prosto dostopen na spletu. Vsi uporabljeni nukleotidni začetniki so bili naročeni pri 
Thermo Fisher Scientific (Nemčija). Pred uporabo smo jih raztopili v določenem volumnu 

































Kot vektor smo uporabili plazmid pcDNA3.1, ki je imel med specifičnima restrikcijskima 
točkama že vstavljen končno skrajšan cistatin F-CF sp dN k8 brez His.  




Sekvenca končno skrajšanega cistatina F, ki je bil vstavljen v plazmid pcDNA 3.1:  











3.4.5. Protitelesa  
Preglednica V: Seznam uporabljenih protiteles. 
Protitelo Proizvajalec 
Kunčje primarno protitelo proti CysF IJS 
Kunčje primarno protitelo proti CysF Sigma (ZDA) 
Mišje primarno protitelo proti LAMP-1 R&D Systems (ZDA) 
Mišje primarno protitelo proti TGN-46 Sigma (ZDA) 
Mišje primarno protitelo proti Golginu97 SantaCruz Biotechnology (ZDA) 
Mišje primarno protitelo proti CD63 Santa Cruz Biotechnology(ZDA) 
Mišje primarno protitelo proti GAPDH Abcam (VB)  
Kozje proti kunčje IgG sekundarno 
protitelo Alexa Fluor 555 
ThermoFisher Scientific (ZDA) 
Kozje proti mišje IgG sekundarno protitelo 
Alexa Fluor 488 
ThermoFisher Scientific (ZDA) 
Kozje proti kunčje sekundarno protitelo 
označeno s HRP, W401B 
Promega (ZDA) 
Kozje proti mišje sekundarno protitelo 
DyLight 550 





3.4.6. Celična linija 
-HeLa (DSMZ, ACC 57) 
Uporabljali smo adherentno celično linijo, pridobljeno iz adenokarcinoma materničnega 
vratu 31-letne ženske. Linija je okužena s papiloma virusom tipa 18 (HPV-18). Rakave 
celice so zmožne neomejenih delitev in so zato nesmrtne (31). Celice smo gojili v DMEM 
gojišču z dodatkom 10% HI FBSa in 1% dodanega penicilin/streptomicina (Pen Strep) v 
inkubatorju, pri 37C in 5% CO2. 
 
3.4.7. Bakterijska linija  
-E.Coli DH5 
Za eksperimente smo uporabili sev DH5 od Escherichie Coli. 
Uporabljen genotip: F-φ80lacZΔM15Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, 
mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 
Ta sev ni patogen in je bil razvit za potrebe kloniranja. Vsebuje več mutacij, ki omogočajo 
visoko učinkovito transformacijo bakterij (32). Bakterijsko linijo smo uporabili pri 
mutagenezi za namnožitev pcDNA 3.1. z vstavljenim genom za izbrano mutanto cistatina F 
in jo gojili na LB ploščah ter LB tekočem gojišču z dodatkom ampicilina.  
  
3.5. Metode 
3.5.1. Mutageneza  
Mutageneza je metoda, s katero lahko in vitro napravimo specifične, načrtovane spremembe 
v nukleotidnem zaporedju. Za izvedbo potrebujemo oligonukleotidna začetnika z željenimi 
mutacijami (forward in reverse primer-ja), s katerima potem s pomočjo PCRja dobimo 
pomnoženo verigo DNA z vstavljeno mutacijo (33). Za izdelavo vseh neglikoziliranih 
mutant smo izhajali iz N-končno skrajšanega cistatina F, ki je bil že predhodno pripravljen 
na Inštitutu Jožef Stefan.  
Iz tega smo z mutagenezo najprej pripravili dvojno in trojno neglikozilirane plazmide, ki so 
imeli v zaporedju aminokislin namesto asparagina, aminokislino serin. Ker so na serinu  
možne posttranslacijske modifikacije, kot sta O-glikozilacija in fosforilacija, smo v naslednji 
fazi naredili enojno, dvojno in trojno neglikozilirane plazmide, ki so imeli v zaporedju 
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aminokislin namesto asparagina izključno aminokislino glutamin, na katerem te 
modifikacije niso možne.  
 
Poliverižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Z verižno reakcijo s polimerazo smo pomnožili vseh 5 genov za izbrane mutante cistatina F 
s pomočjo termostabilne polimeraze. Pri vsaki PCR reakciji smo uporabili primerno šablono 
za pomnoževanje in oligonukleotidna začetnika (isto in obratno smernega). Kombinacije za 
izdelavo posamezne mutante so predstavljene v preglednici (VII). Pri PCR reakcijah smo 
uporabljali KOD Hot Start polimerazo in pripadajoč 10x pufer. KOD Hot Start DNA 
polimeraza je vnaprej pripravljen kompleks KOD DNA polimeraze in dveh monoklonalnih 
protiteles, ki inhibirata DNA polimerazo in 3'-5' eksonukleazo pri sobni temperaturi. KOD 
DNA polimeraza omogoča hitro, učinkovito in natančno PCR reakcijo.  
V prvem poskusu smo naredili dvojno (N6162Q ter N6162S) in enojno (N115Q) 
neglikoziliran cistatin F, tako da smo kot začetni vektor uporabili pcDNA 3.1 z vstavljenim 
glikoziliranim končno skrajšanim cistatinom F. V naslednjem poskusu mutageneze, za 
pripravo trojno neglikozilirane (N6162115Q in N6162S N115Q) mutante cistatina F smo pa 
za vektor uporabili v prvi mutagenezi narejeno, enojno neglikozilirano (N115Q) mutanto.  
 
Za izvedbo PCR smo v reakcijsko mešanico dali: 
• PCR mešanico (36 L), za katero so komponente predstavljene v preglednici (VI) 
• Oligonukleotidne začetnike (vsakega, isto in obratno smernega 1,5 L) 
• Plazmid (1 L) 
 
Preglednica VI: Reagenti za eno PCR mešanico. 
Reagenti Količina  
10x pufer 5 L 
25mM MgSO4 4 L 
dNTP mix (2mM each) 5 L 
miliqH2O 31 L 





PCR mešanica je bila za vse izvedene mutageneze enako sestavljena, kombinacije 
plazmidov in oligonukleotidnih začetnikov pa so bili za vsako mutacijo specifični. 
Kombinacije oligonukleotidnih začetnikov in šablon za posamezno mutagenezo so 
predstavljene v preglednici (VII).  
 
Preglednica VII: Kombinacija šablone in oligonukleotidnih začetnikov za izvedbo posamezne 
mutageneze (sekvence začetnik oligonukleotidov so v preglednici (IV)). 
Mutanta, ki jo želimo 
s to reakcijo narediti 
Šablona (c=20g/L) 
Oligonukleotidni začetnik (isto in 
obratno smerni); (c=5 M) 
dN cysF N115Q dN cysF 
CysF N96Q Forward in CysF N96Q 
Reverse 
dN cysF N6162S  dN cysF 
CysF N61-62S Forward in CysF  
N61-62S Reverse 
dN cysF N6162Q dN cysF 
CysF N61-62Q Forward in CysF  
N61-62Q Reverse 
dN cysF N6162S115Q dN cysF N115Q 
CysF N61-62S Forward in CysF  
N61-62S Reverse 
dN cysF N6162115Q dN cysF N115Q 
CysF N61-62Q Forward in CysF  
N61-62Q Reverse 
 
Po dodatku vseh komponent v PCR epico, smo le-to dali v ciklični termostat, ter nastavili 
program, opisan v preglednici (VIII). 
 
Preglednica VIII: Program, na katerem je potekal PCR 










Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je standardna laboratorijska metoda, ki se uporablja za 
ločevanje molekul DNA ali RNA po velikosti, za namen nadaljne vizualizacije ali čiščenja 
nukleinskih kislin. Agaroza je linearni polisaharid, ki je topen v vroči vodi oziroma 
ustreznemu pufru, ko pa se ohlaja, pa polimerizira in tvori gel. Med geliranjem se molekule 
povežejo z nekovalentnimi vezmi in tvorijo mrežo s porami, katerih velikost je odvisna od 
koncentracije agaroze. Večja je zamreženost gela, manjše so pore in počasneje potuje veriga 
nukleinskih kislin. Zaradi negativno nabitih fosfatnih skupin v verigi DNA in RNA, le-te v 
električnem polju potujejo proti pozitivno nabiti elektrodi. Krajše molekule potujejo hitreje 
in posledično pripotujejo dlje od daljših molekul (34, 35). Za končno vizualizacijo gela pod 
UV svetlobo smo mu pred polimerizacijo dodali SYBR Safe DNA gel stain, za detekcijo 
potovanja vzorcev pa smo le-tem pred nanosom dodali barvilo-DNA loading gel dye (6x), 
ki vsebuje bromfenol modro in ksilen cianol. To barvilo nam omogoča spremljanje 







Pripravili smo 0,8% agarozni gel, z naslednjimi količinami snovi: 
• 1,36 g agaroze 
• 170 ml TAE pufra (tris, ocetna kislina, EDTA) 
• 17 L SYBR DNA safe gel stain 
Po dodatku agaroze v TAE pufer smo raztopino segreli do popolne raztopitve, dodali SYBR 
DNA safe gel stain ter vlili vse skupaj v kadičko, da smo dobili gel debeline 1 cm, nato pa 
vanj dali še glavniček, z ustreznim številom žepkov. Po približno 45 minutah, ko se je gel 
strdil, smo v kadičko dodali še toliko TAE pufra, da je prekril gel. Za tem smo v žepke v 
gelu nanesli naše vzorce, ki smo jim predhodno dodali DNA loading gel dye (6x). Nanašali 
smo 40 L vsakega vzorca, dodali pa smo še označevalca velikosti DNA verige, enega 1kB, 
drugega pa 100kB. Gel je pri 110V in amperih, nastavljenih na maksimum, potekal približno 
1 uro, vse dokler niso vzorci pripotovali približno do polovice kadičke.  
 
Izolacija DNA z gela 
Po končani agarozni gelski elektroforezi smo vzorce detektirali pod UV svetlobo. Del v gelu, 
ustrezne velikosti za naš fragment z mutageniziranim plazmidom, smo s skalpelom izrezali 
in dali v epico. Izolacijo DNA iz agaroznega gela smo izvedli po »PCR clean-up and Gel 
extraction protokolu«. Reagenčni kit je vseboval naslednje pufre: 
• NTI pufer 
• NT3 pufer 
• NE pufer (5mM Tris/HCl, pH=8.5) 
 
Postopek izolacije:  
Najprej smo stehtan agarozni gel z vzorcem, v katerem je bil s PCR-om pomnožen naš 
mutageniziran plazmid, dali v ustrezno količino NTI pufra (za vsake 100 mg agaroznega 
gela, smo dodali 200 L NTI pufra). Vzorec v tem pufru smo nato inkubirali 10 minut pri 
50C, dokler se gel ni popolnoma raztopil. To raztopino smo prestavili v zbiralno kolono, 
centrifugirali 30 sekund na 11 000 g, da se je DNA vezala na kolono, ter nato zavrgli 
supernatant. V kolono smo zato, da smo sprali silika membrano, dodali 700 L NT3 pufra 
in centrifugirali na 11000 g, 30 sekund, nato pa spet zavrgli supernatant. Ta korak smo 
dvakrat ponovili. Jakost vezave DNA na silika membrano, ki vsebuje Si-OH skupine, je 
odvisna od dolžine DNA verige-daljša je, težje se DNA eluira. V naslednjem koraku smo 
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zato, da smo popolnoma odstranili NT3 pufer s kolone, centrifugirali le to na 11000 x g za 
1 minuto, nato pa še jo inkubirali na 70C, 5 minut, da je etanol s pufra popolnoma izhlapel. 
V zadnjem koraku, ki smo ga ponovili dvakrat, smo zato, da smo našo DNA eluirali s kolone, 
le-to dali v čisto 1,5 mL epico, dodali 20 L NE pufra, ki zagotavlja ustrezen pH za elucijo 
DNA, na sobni temperaturi inkubirali 1 minuto, nato pa še 1 minuto centrifugirali na 11000 
g. Končna dobljena količina eluiranega supernatanta, v kateri je bil mutageniziran plazmid, 
je bila pri vseh vzorcih približno 30L.  
 
Restrikcija z DpnI 
Restrikcijski encim DpnI je endonukleaza, ki v verigi DNA prepozna metilirano sekvenco 
(slika 7) in jo cepi na specifičnih mestih, ki so na sliki označene z puščico.  
 
Encim smo uporabili, da je na specifičnih mestih cepil plazmid z originalno, ne mutirano 
sekvenco, in tako dobili samo vektor, ki je vseboval naš mutiran plazmid.  
Za reakcijo restrikcije smo v mešanico dali:  
• 30 L eluiranega supernatanta  
• 5 L destilirane H20 
• 4,5 L 10x Tango pufra 
• 1 L encima DpnI 
Mešanico smo nato 15 minut inkubirali v inkubatorju pri 37C, saj so to pogoji, pri katerih 
DpnI najbolje deluje.  
 
Transformacija kompetiranih bakterijskih celic z restrikcijsko zmesjo 
Uporabili smo sev bakterije E.coli DH5, katere trajna kultura je bila shranjena v 
zmrzovalniku pri -80C. Najprej smo kulturo bakterij počasi odmrznili na ledu. Nato smo 
50 L bakterijskim celicam dodali 5 L reakcije, ki smo je dobili po restrikciji z encimom 
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DpnI. To mešanico smo nato 20 minut inkubirali na ledu, potem 45 sekund inkubirali pri 
42C, na zadnje pa še 5 minut spet pri 0C, na ledu. Nato smo ji dodali 450 L S.O.C. (»super 
optimal broth medij« z dodano glukozo) medija in vse skupaj postavili na 37C, na 
stresalnik, za eno uro.   
Po stresanju smo bakterije nacepili na trdno agarno gojišče LB z dodanim ampicilinom. 
Sestava in priprava tega gojišča sta predstavljeni v preglednici (IX). Dodatek ampicilina 
naredi to gojišče selektivno, saj na njem preživijo le bakterije, ki so privzele naš plazmid, ki 
vsebuje gen za rezistenco proti ampicilinu. Na LBA plošče smo s sterilizirano stekleno 
palčko razmazali 100 L bakterijske mešanice. Preostalih 400 L smo centrifugirali pri 7000 
obr/min, 2 minuti. Odvzeli smo 300 L supernatanta, 100 L koncentriranih bakterij pa smo 
razmazali na drugo LBA ploščo. Petrijevke smo čez noč inkubirali pri 37C. Naslednji dan 
smo iz petrijevk zbrali za vsak plazmid 5 kolonij in jih dali v 5 ml LBA tekočega gojišča. 
Sestava in postopek priprave le tega sta predstavljena v preglednici (IX). Dodatek ampicilina 
(c=100 mg/ml) poskrbi za ustrezno selekcijo rasti bakterij. Epruvetke z LBA tekočim 
gojiščem, z dodanimi kolonijami bakterij, smo čez noč stresali pri 37C.  
 
Preglednica IX: Sestava in priprava LBA tekočega in trdnega gojišča. 
LBA tekoče gojišče LBA trdno gojišče  
• 5 g/L kvasni ekstrakt 
• 10 g/L kazeinski hidrolizat 
• 10 g/L NaCl 
Z 0,1 M NaOH uravnamo do pH=7,5 in 
avtoklaviramo. Za LBA gojišče dodamo 
ampicilin po ohlajanju do končne 
koncentracije 100 g/mL. 
Za trdno LBA gojišče dodamo 15 g/L 
agarja, avtoklaviramo, ohladimo in vlijemo 
v petrijevke. Da dobimo LBA gojišče, še 
dodamo ampicilin do končne koncentracije 
100 g/mL. 
 
Izolacija plazmidov iz prekonočne kulture E.coli DH5 
Iz prekonočne kulture transformiranih bakterij v LBA gojišču smo izolirali mutagenizirane 
plazmide pcDNA 3.1 z uporabo peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I.  
Reagenčni komplet je sestavljen iz:  
• Solution I, ki ji pred uporabo dodamo RNAzo A  
• Solution II (Pufer za lizo) 
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• Solution III (Nevtralizacijski pufer) 
• PW Plasmid Buffer  
• DNA Wash Buffer, ki ga pred uporabo razredčimo z 96% EtOH 
• Elution Buffer 
 
Postopek izolacije:  
Prekonočno kulturo smo najprej 10 minut centrifugirali pri 4C in 5000 obratih/minuto. 
Odstranili smo supernatant. Usedlino, sestavljeno iz bakterij, smo nato resuspendirali v 250 
L Solution I/RNAse A. Nato smo suspenziji dodali še 250 L Solution II, ki je povzorčila 
lizo bakterij, in vsebino premešali z nežnim obračanjem epice. Sledila je 2 minutna 
inkubacija pri sobni temperaturi. Zmesi smo nato dodali 350 L Solution III, ki je povzročila 
nevtralizacijo bakterijskega lizata. To mešanico smo premešali z obračanjem mešanice, da 
se je tvorila bela usedlina. Ostanki celic, proteini, lipidi, SDS in kromosomska DNA se 
oborijo, plazmidna DNA ostane v supernatantu. V naslednjem koraku smo epico 10 minut 
centrifugirali pri 10000g, nato pa čisti supernatant prenesli v PerfectBind DNA kolono, ki 
smo jo dali v zbiralno epico. Sledilo je minutno centrifugiranje pri 10000 g, da je bakterijski 
lizat prešel skozi membrano v koloni. Sledilo je spiranje kolone. Najprej smo dodali 500 L 
PW Plasmid buffer, s čimer smo preprečili kontaminacijo naše DNA s proteini. Nato smo v 
kolono dodali 750L DNA Wash buffer, in jo centrifugirali eno minuto pri 10000 g. Ta 
korak smo ponovili dvakrat. Da smo s kolone pred elucijo popolnoma odstranili etanol, smo 
jo še enkrat centrifugirali, 2 minuti pri 10000 g. Supernatant v zbiralni koloni smo do tega 
koraka vedno zlivali stran.  Za elucijo DNA s kolone, smo le-to postavili v čisto epico, dodali 
50 L Elution Buffer in centrifugirali vse skupaj pri 5000 g, 1 minuto. Koncentracijo 
plazmidne DNA smo določili UV-spektrofotometrom NanoDrop. Dobljene plazmide smo 
poslali na sekvenciranje, nato pa jih shranili na -20C.  
 
Trajne kulture mutageniziranih plazmidov 
Ko smo delali mutagenezo plazmidov, smo pred dodatkom bakterijske kolonije v LBA 
gojišče, z dotikom LBA plošče s tipsom, ki je bil v stiku z kolonijo, ustvarili »Masterplate« 
ploščo. Po tem, ko smo dobili potrjene sekvence izoliranih plazmidov, smo z istih 
bakterijskih kolonij na »Masterplate« LBA plošči ustvarili še trajne kolonije 
mutageniziranih plazmidov. To smo naredili tako, da smo bakterijsko kolonijo z 
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»masterplate-a«, dali v 3 ml LBA tekočega gojišča in to epruvetko čez noč stresali pri 37C. 
Naslednji dan smo v suspenzijo transformiranih bakterijskih celic dodali 1,256ml sterilnega 
70% glicerola. Zmes smo razdelili v 2 viali za zmrzovanje in zamrznili na -80C.  
 
3.5.2. Celične linije 
Odmrznjevanje celic 
Celične kulture so shranjene v zmrzovalniku, pri -80C, zato smo jih morali pred začetkom 
dela odmrzniti. Kriovialo s celicami smo najprej hitro segreli v vodni kopeli. Odmrznjene 
celice smo prenesli v 15 ml centrifugirko in jim počasi dodali pripravljeno DMEM gojišče. 
Temu je sledilo 5 minutno centrifugiranje pri 1200 obr/min. Supernatant smo odvzeli in 
posedle celice ponovno suspendirali v svežem gojišču. Suspenzijo celic smo nato prenesli v 
ustrezno gojišče.  
 
Gojenje celičnih kultur 
Celice HeLa smo gojili v T75 plastenkah v DMEM gojišču z dodanim HI FBS ter PenStrep-
om. Gojili smo jih v inkubatorju pri 37C in 5% CO2. Z celicami smo vedno delali v komori 
z laminarnim pretokom zraka, v sterilnih pogojih. Ko so prerastle približno 80% podlage v 
plastenki, smo jih s tripsinizacijo odlepili od podlage in redčili.  
 
Precepljanje ter štetje celic  
Po dosegu konfluentnosti celic v plastenki, torej ko so prerastle približno 80% podlage, kar 
je bilo na 2-3 dni, smo celice precepili ter razredčili. To smo naredili tako, da smo jim najprej 
odsesali DMEM gojišče in jih 5 minut inkubirali pri 37C ter 5% CO2 v 3ml TrypLE Select-
a. TrypLE Select cepi peptidne vezi na C-terminalni strani arginina in lizina in tako povzroči, 
da se celice odlepijo od podlage (37). Suspenziji celic v TrypleSelect-u smo dodali 7 ml 
DMEM gojišča ter vse skupaj dobro premešali. Ustrezen volumen smo nato prenesli nazaj v 
plastenko za gojenje, dopolnili s svežim gojiščem do približno 10 mL in nato celice postavili 
nazaj v inkubator.  
Za štetje celic smo 30 L celične suspenzije dodali 30 L barvila tripan modro. Tripan 
modro je barvilo, ki omogoča ločevanje med živimi in mrtvimi celicami. Barvilo ne prehaja 
intaktne, nepoškodovane membrane živih celic, se pa absorbira v notranjost poškodovanih 
ali umrlih celic, kjer selektivni transport preko membrane več ne deluje. Tako te pod 
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mikroskopom vidimo obarvane v modro barvo (38). 10 L mešanice suspenzije celic ter 
barvila smo nanesli na Neubauerjevo števno komoro ter po svetlobnim mikroskopom prešteli 




Za zamrznjevanje celic smo si najprej pripravili gojišče za zmrzovanje, ki je dodatno 
vseboval 10% DMSO. Dodatek DMSO-a je potreben, da preprečimo tvorbo ledenih 
kristalov in tako preprečimo poškodbo celic. Ko so v plastenki za gojenje celice prerastle 
približno 80% površine plastenke, smo celice precepili, prenesli v 15 mL centrifugirko in jih 
prešteli. Celice smo centrifugirali 5 minut pri 1200 obr/min in jim nato odvzeli DMEM 
gojišče. Usedlini celic v centrifugirki smo dodali toliko gojišča za zmrzovanje, da je bilo v 
vsakem mililitru približno 3 milijone celic. V kriovialo smo nato prestavili mililiter 
suspenzije in jo prestavili v posebno posodo za zamrzovanje na -80C, ki je omogočala 
postopno zamrzovanje celic(temperaturo ohlaja za približno 1C v 1 uri). Po 24 urah smo 
celice prestavili v tekoči dušik.  
 
3.5.3. Transfekcija celic HeLa  
Transfekcija je proces vstavljanja nukleinskih kislin v celico s pomočjo nevirusne metode. 
S pomočjo biološke, kemične ali fizikalne metode povzročimo, da se želene nukleinske 
kisline izrazijo v celici, kar nam omogoči preučevanje funkcije genov in ekspresije proteinov 
v celici. Ločimo stabilno in prehodno transfekcijo. S prehodno transfekcijo se nukleinska 
kislina v celici izraža le začasno, ker se DNA ne integrira v genom in se skozi določeno 
število mitoz uniči. Pri stabilni transfekciji pa se vstavljena DNA vključi v celični genom in 
se replicira skupaj z genomom (39). Mi smo za ugotovaljanje prisotnosti in lokacije 
pripravljenih mutant cistatina F uporabljali prehodno transfekcijo, ki smo jo izvedli s PolyJet 





Izvedba transfekcije:  
Za izvedbo transfekcije smo uporabljali plastične plošče z ali 6 ali 24 luknjami. Dan prej 
smo v vsako luknjico prenesli ustrezno število celic HeLa (glede na protokol) in jim dodali 
ustrezno količino DMEM gojišča. Naslednji dan, ko so celice prerastle 80% podlage, smo 
jim 30 – 60 minut pred izvedbo transfekcije izrabljeno gojišče odvzeli in jim dodali svežo. 
V tem času smo si pripravili mešanico za transfekcijo. V vseh naslednjih korakih smo 
uporabljali DMEM gojišče, kateremu ni bil dodan ne FBS in ne antibiotiki. Za ploščo z 24 
luknjami, smo za vsako luknjico raztopili 0.5 g plazmidne DNA v 25 L DMEM gojišče. 
Nato smo isti količini DMEM gojišča, 25 L, dodali 1.5 L PolyJet Reagenta in to s pipeto 
3-4 krat premešali. Sledilo je dodajanje mešanice PolyJet reagenta v raztopino DNA. Zmes 
smo premešali ter inkubirali 10 – 15 minut na sobni temperaturi, da se je tvoril kompleks 
med PolyJet reagentom ter našo plazmidno DNA. V vsako luknjico s celicami smo nato po 
kapljicah dodali 50 L mešanice PolyJet reagenta in plazmidne DNA, ploščo z krožnimi gibi 
premešali, potem pa dali v inkubator na 37C in 5% CO2. Ko smo uporabljali ploščo z 6 
luknjami, smo vse količine reagentov podvojili. Po 18 – 24 urah smo celicam gojišče z 
reagenti za transfekcijo odvzeli ter s celic naredili lizate, če smo jih uporabili za preverjanje 
izražanja cistatina F. Če pa smo pod konfokalnim mikroskopom gledali lokalizacijo proteina, 




3.5.4. Privzem mutant aktivne oblike cistatina F iz gojišča 
Da bi ugotovili ali celice HeLa privzamejo mutante aktivne oblike cistatina F, smo celice 
izpostavili gojišču, ki je vseboval te proteine. Na isti dan, ko smo izvedli na eni plošči s 
celicami HeLa transfekcijo, smo v drugo ploščo s šestimi luknjami nanesli ustrezno količino 
celic in jim dodali 300 L DMEM gojišča z dodanim FBS-om ter antibiotiki. Celicam, na 
katerih smo dan prej izvedli transfekcijo, smo odvzeli gojišče in ga 5 minut centrifugirali pri 
2000 obr/min. Približno 500 L supernatanta smo nato dodali k celicam in jih en dan 
inkubirali pri 37C in 5% CO2. Preostanek gojišča smo v označenih vsebnikih shranili v 
zmrzovalniku pri -20C. Ali so celice privzele mutante cistatina F smo nato preverili s 
prenosom western.  
 
3.5.5. Izražanje cistatina F v celicah HeLa po transfekciji ter privzemu iz 
gojišča 
Z namenom, da bi preverili izražanje mutant cistatina F v celicah HeLa po transfekciji in po 
privzemu cistatina F iz gojišča transfeciranih celic, smo po 18 – 24 urah inkubacije, naredili 
celične lizate ter z njimi izvedli SDS – PAGE in prenos western. 
 
Liza celic 
Z lizo celic omogočimo prehod proteinov iz celice. Za izvedbo smo si najprej pripravili 
RIPA pufer. Aktivna sestavina v RIPA pufru je natrijev deoksiholat, ki je ionska snov in 
povzroči poškodbo tako celične kot jedrne membrane zaradi osmotskega neravnotežja. 
 
Sestavine RIPA pufra:  
• 50 mM Tris HCl 
• 150 mM NaCl 
• 1% Triton – X  
• 0.5 % Natrijevega deoksiholata monohidrata 
• 0.1 % SDS  




Naredili smo dvakrat koncentriran pufer. Za izdelavo lizirnega pufra smo RIPA pufer 
razredčili z enako količino dvakrat koncentrirane komercialno dostopne mešanice zaviralcev 
peptidaz. 
Transfeciranim celicam in celicam, ki smo jim dodali gojišče od transfeciranih celic, smo po 
dnevu inkubacije najprej odvzeli gojišče. Nato smo celicam dodali 300 L TrypLE Select-
a, jih 5 minut inkubirali pri 37C in 5% CO2 in nato dodali 500 L DMEM gojišča. Sledilo 
je 5 minutno centrifugiranje pri 1200 obr/min. Supernatant smo odvzeli in usedlini celic 
dodali približno 500L PBSa, jih še enkrat 5 min centrifugirali pri 1200 obr/min in jim v 
celoti odvzeli supernatant. Usedlino celic smo raztopili v 150 L lizirnega pufra. Vzorce 
smo nato prestavili na led in jih dali na stresalnik za 20 minut.  
Sledilo je sonificiranje vzorcev. Ta korak je pomemben za razbitje jedrne DNA. Vsak vzorec 
smo na ledu izpostavili sonifikatorju (2x po 10 sekund pri 80% amplitudi). Po tem smo 
vzorce 20 minut centrifugirali pri 4C in 16000 obr/min, odpipetirali supernatant ter ga 
shranili v zmrzovalnik na -20C.  
 
Merjenje absorbance proteinov 
Koncentracijo proteinov v vzorcih smo izračunali preko merjenja absorbance, z BioRadovim 
DC Protein Assay protokolom, ki temelji na Lowryevi kalorimetrični reakciji. Proteini v 
vzorcu reagirajo z alkalno raztopino bakrovega tartrata (reagent A v DC Protein Assay 
kompletu). Nastali kompleks nato reducira Folinov reagent (reagent B v kompletu), pri 
čemer nastane modra barva. Že po 15 minutah inkubacije reagentov in proteinov se v reakciji 
razvije 90% maksimalne barve, ki se v roku 60 minut po dodatku reagentov spremeni le za 
5%. Absorbanca kompleksa se meri pri 750 nm (41).  
 
Izvedba eksperimentalnega dela:  
Pripravili smo si standarde BSA s koncentracijami 2mg/mL, 1mg/mL, 0.5mg/mL, 
0.25mg/mL in 0.125mg/mL, kot slepo raztopino smo pa vzeli lizirni pufer. Ker so bili v 
uporabljenem lizirnem pufru prisotni detergenti (natrijev deoksiholat, SDS in Triton – X) 
smo morali pred izvedbo meritev pripraviti reagent A'. Pripravili smo ga tako, da smo  
vsakemu mililitru reagenta A (alkalna raztopina bakrovega tartrata) dodali 20 L reagenta 
S. V brezbarvno mikrotitersko ploščo smo v posamezne vdolbinice nanesli po 5 L slepe 
raztopine, standardov in vzorcev. Dodali smo 25 L pripravljenega reagenta A', nato pa še 
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200 L reagenta B (Folinov reagent). Po 15 minutni inkubaciji, smo izmerili absorbanco s 
pomočjo bralca mikrotiterskih plošč Infinite M1000. Ker je absorbanca premosorazmerna s 
koncentracijo, smo s pomočjo linearne enačbe dobili koncentracije proteinov v vzorcih.  
 
SDS – PAGE  
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata je separacijska 
metoda s katero ločujemo proteine v električnem polju na osnovi njihove molekulske mase. 
Pri elektroforezi služi akrilamidni gel kot sito, ki ločuje proteine po velikosti. Ko se proteini 
premikajo pod vplivom električnega polja, omogoča struktura gela, ki je sestavljena iz mreže 
s porami, da manjši proteini hitreje potujejo, kot večji. Velikost por v mreži je odvisna od 
zamreženosti akrilamida in bisakrilamida. Večja je koncentracija akrilamida, manjša je 
velikost por v mreži. Reakcijo zamreženja kataliziramo z dodatkom amonijevega persulfata, 
ki služi kot vir radikalov in TEMED-a, ki te radikale stabilizira. Zaradi dodatka natrijevega 
dodecilsulfata (SDS) v gel, proteini popolnoma denaturirajo in disociirajo. SDS se 
nekovalentno veže na protein in s tem povzroči skupno negativen naboj le–tega, kar omogoči 
ločevanje proteinov v odvisnosti od njihove molekulske mase in ne od intrinzičnega naboja. 
Z nekovalentno vezavo SDS omogoča, da se proteini po gelu gibljejo v nezviti obliki (42).  
 
Pri elektroforezi smo uporabljali diskontinuiran sistem, kjer je gel sestavljen iz dveh 
različnih delov. V zgornjem, koncentrirnem gelu, imamo večje pore, ki proteinov ne motijo 
pri potovanju in lahko tako naenkrat vstopijo v spodnji, ločevalni gel, kjer pa so pore manjše 
in omogočajo ločevanje proteinov glede na velikost. Gel v komoro za elektroforezo 
postavimo v vertikalni orientaciji, vzorce pa apliciramo na zgornji strani le–tega, na strani 
katode, tako da ob vzpostavitvi električnega polja negativno nabiti proteini potujejo proti 
anodi (pozitivni elektrodi). Pred nanosom vzorcev jim dodamo barvilo bromfenolno modro, 
ki nam pokaže hitrost potovanja proteinov v gelu. Je negativno nabita molekula in potuje 
hitreje, kot večina proteinov. Določenim vzorcem smo dodali še reducirajoč reagent, DTT, 
ki je reduciral disulfidne vezi v proteinu in v primeru cistatina F pretvoril dimerno obliko v 







Za elektroforezo smo uporabljali 12% ločevalne in 4% koncentrirne gele, debelosti 1,5 mm, 
ki smo jih naredili po sledečem postopku:  
Ločevalni gel (12%) 
• dH20 4335 L  
• 1,5 M Tris-HCl, pH = 8,8 2500 L  
• 10% SDS 100 L  
• 40% akrilamid/bisakrilamid (37,5 : 1) 3000 L  
• 10% amonijev persulfat 50 L  
• TEMED 15 L 
Pripravljen gel smo takoj prenesli med dvoje stekelc. Na gladino smo dodali 500 L vodne 
raztopine n–butanola, da smo izravnali gladino. Po 20 – 30 minutah, ko se je gel strdil, smo 





Koncentrirni gel (4%): 
• dH20 3168 L 
• 0,5 M Tris-HCl, pH = 6,8 1250 L 
• 10% SDS 50 L 
• 40% akrilamid/bisakrilamid 500 L 
• 10% amonijev persulfat 25 L 
• TEMED 8 L 
Pripravljen koncentrirni gel smo s pipeto prenesli nad ločevalnega. Vanj smo dodali tudi 
glavniček, ki je tvoril žepke, v katere smo lahko nanašali vzorce za elektroforezo. Po 20 – 
30 minutah, ko se je gel strdil, smo ga shranili v foliji za živila, obloženega z navlaženimi 
papirnatimi brisačkami. Za elektroforezo smo ga uporabili v 7 dneh.  
 
Vzorce proteinov smo za elektroforezo pripravili tako, da smo ustreznemo volumnu vzorca, 
v katerem je bilo od 35 - 40 g proteinov, dodali nanašalni 5x koncentriran pufer z 
bromfenolom modrim. Določenim vzorcev (duplikatom) smo dodali še reducirajoči reagent, 
100 M DTT. To smo nato premešali, centrifugirali (10.000 – 11.000 obratov/min) ter 10 
minut kuhali pri 100C. Nato smo vzorec še enkrat centrifugirali in jih nanesli v žepke v gel. 
 
Za elektroforezo smo uporabljali pufer, ki smo ga naredili po naslednji recepturi: 
Elektroforezni pufer: 
• Tris 30 g  
• Glicin 144 g 
• 10% SDS 100 ml  
• dH20 do 1 L 
Najprej smo ga 10x razredčili, da smo dobili 1x koncentriranega. Tako pripravljenega smo 
zlili v kadičko, najprej v katodni, sredinski del, po nanosu vzorcev v žepke v gelu pa še v 
anodni del. Zraven vzorcev smo na gel nanesli tudi marker, s pomočjo katerega smo pri 
detekciji lahko sklepali glede velikosti nanešenega proteina. Elektroforeza je potekala pri 
konstantnem toku 30 mA, približno eno uro, oziroma dokler ni modro barvilo pripotovalo 





Prenos western  
Prenos western je metoda, ki omogoča zaznavo določenega proteina v mešanici le-teh. 
Detekcija je možna na osnovi specifične interakcije med protitelesom in proteinom. Ker 
protitelesa zaradi svoje velikosti težko difundirajo v poliakrilamidni gel, je potreben prenos 
proteinov z gela na nitrocelulozno ali PVDF membrano. Največkrat se za to uporablja 
elektroforeza. Po prenosu je potrebno inkubiranje membrane v reagentu, s katerim 
preprečimo nespecifično vezavo protiteles na nezasedena mesta na membrani. Zato lahko 
uporabimo želatino, raztopino BSA, raztopino mleka v prahu ali drugo. V naslednjem koraku 
membrano inkubiramo s primarnimi protitelesi, ki specifično prepoznajo antigen na 
proteinu, ki ga iščemo. Po spiranju membrano inkubiramo še s sekundarnimi protitelesi, ki 
se vežejo na težko verigo (Fc) primarnega protitelesa in nam omogočijo detekcijo proteina. 
Največkrat so sekundarna protitelesa kompleksirana z encimom, ki v kombinaciji s 
substratom producira signal, ki ga lahko detektiramo. Lahko so še označena radioaktivno ali 
s fluoroforom (43, 44). 
 
Izvedba prenosa western 
Uporabljali smo Trans-Blot Turbo Transfer sistem, ki omogoči pol suhi elektroforezni 
prenos proteinov. Komplet vsebuje že pripravljene filter papirje in nitrocelulozno 
membrano. Pufer, ki smo ga uporabljali za prenos, smo naredili po naslednji recepturi. 
Pufer za prenos (100 mL) 
• 5x koncentriran pufer za prenos (že v kompletu) 20 mL 
• 96% etanol 20 mL 
• dH2O 60 mL  
 
Membrano in filter papirje smo pred uporabo 2-3 minute inkubirali v pufru za prenos. Na 
anodni del kasete smo položili omočene filter papirje, nanje pa dali omočeno membrano. Po 
končani elektroforezi smo gel vzeli iz stekelc in ga položili na membrano. Na vrh smo spet 
dali omočene filter papirje, nanje dali katodni del kasete, ter kaseto zaprli. Nastavili smo na 
program 1,5 mm GEL, ki je potekal 10 minut pri 1,3 A in pri napetosti do maksimalno 25 
V. Po končanem transferju smo »zloženko« med elektrodami razstavili. Da bi preverili 
uspešnost prenosa proteinov, smo membrano za približno 5 minut inkubirali v barvilu 
Ponceau S, ki proteine na membrani obarva v temno rdečo barvo. Sledilo je spiranje z dH2O, 
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da smo odstranili rdeče lise z membrane. Gel smo 1h inkubirali v 40 mL raztopine 
Coomassie Brilliant Blue in 40 mL ocetne kisline na stresalniku. Nato smo ga 1h inkubirali 
v 30% razbarvalni raztopini, sestavljeni iz 300 mL 96% EtOH, 100 mL CH3COOH in 600 
mL dH2O. Modre lise na gelu po prekonočnem inkubiranju gela v 10 % razbarvalni raztopini, 
sestavljeni iz 100 mL 96% EtOH, 50 mL CH3COOH in 850 mL dH2O, prikazujejo proteine, 
ki se niso prenesli na membrano. Membrano smo po spiranju z dH2O eno uro inkubirali v 
5% raztopini mleka v prahu, da smo blokirali vsa nespecifična mesta. Sledilo je prekonočno 
inkubiranje s primarnimi protitelesi na 4C. Za pregled izražanja mutant cistatina F v 
celičnih lizatih, smo uporabili raztopino kunčjih primarnih protiteles proti cistatinu F v 5% 
raztopini mleka v prahu v PBSu (1:300).  
 
Fosfatni pufer (PBS) 10x koncentriran 
• NaCl 80,1 g 
• KCl 2g 
• Na2HPO4 x 2H2O 17,8 g 
• KH2PO4 2,7 g 
• dH2O do 1 L 
Da smo dobili 1000 mL 1x koncentriranega pufra, smo 10 mL 10x koncentriranemu 
fosfatnemu pufru dodali 900 mL dH2O. 
 
Naslednji dan smo membrano 3x spirali s PBSom, nato pa jo 1 h inkubirali s sekundarnimi 
protitelesi v 5% raztopinimi mleka. Uporabili smo kozje proti kunčje sekundarno protitelo 
označeno z encimom hrenova peroksidaza (1:5000). Po inkubaciji je sledilo še 3x spiranje 
membrane s fosfatnim pufrom, nato pa detekcija proteinov. Na membrano smo najprej dodali 
kemiluminiscenčen reagent Lumilightplus Western Blotting Substrate(Roche). Pripravili smo 
400 L raztopine, sestavljene iz 200 L Luminol/Enhancer Solution in 200 L Stable 
Peroxide Solution, ter membrano v tej mešanici inkubirali približno eno minuto. Nato smo 
z napravo BioRad ChemiDoc MP Imaging System zaznali encimsko reakcijo in posredno 
naš protein. 





Tris pufer (TBS) 10x koncentriran 
• Tris 30 g 
• NaCl 80 g  
• KCl 2 g 
• dH2O do 1 L 
Najprej smo 100 mL 10x koncentriranemu pufru dodali 900 mL dH2O, nato pa smo mu za 
izdelavo TBSTja dodali 1 mL Tweena-20.  
 
Sledilo je prekonočno inkubiranje membrane z mišjimi primarnimi protitelesi proti GAPDH 
(1:1000) na 4C. Naslednji dan smo membrano 3x spirali z TBSTjem, eno uro inkubirali z 
kozjimi proti mišjimi sekundarnimi protitelesi DyLight550 (1:5000), ki so označena s 
fluoroforom, ter še trikrat ponovili spiranje s TBST. Nato smo s pomočjo BioRad ChemiDoc 
MP Imaging Systema odčitali fluorescenco in s tem posredno naš protein. GAPDH protein 
nam služi kot kontrola enakomernosti nanosa proteinov, saj se enakomerno izraža v celicah.  
 
 
3.5.6. Lokalizacija cistatina F v celičnih organelih 
Imunocitokemija je metoda, s katero lahko vizualiziramo proteine v celicah z uporabo 
biomolekul, ki se nanje lahko vežejo. Največkrat so to protitelesa, na katere so vezani 
fluorofori, fluorescenčna barvila ali pa encimi, ki omogočajo kasnejšo zaznavo. Mi smo 
uporabili metodo s protitelesi, ki so bila označena s fluoroforom. Z imunofluorescenčnim 
barvanjem celic lahko detektiramo več antigenov naenkrat v enem preparatu (46). Zaradi te 
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možnosti lahko s to metodo vidimo, ali se dva proteina kolokalizirata v istih organelih v 
celici. Da se celice pritrdijo na krovna stekla, smo jim morali najprej dodati 4% raztopino 
paraformaldehida (PFA). Sledi dodatek 0,1% Tritona-X-100, s katerim povečamo 
permeabilnost membrane celic in s tem omogočimo prehod protiteles v celico. Pred 
dodatkom primarnih protiteles je potrebna še blokada nespecifičnih vezavnih mest v celici z 
3% raztopino BSA. Za hkratno detekcijo večih antigenov uporabljamo primarna protitelesa, 
ki izvirajo iz različnih živalskih vrst in sekundarna protitelesa, ki so označena z fluorofori, 
ki po ekscitaciji emitirajo svetlobo daljše valovne dolžine. 
Fluorescenčna mikroskopija omogoča detekcijo bioloških vzorcev, označenih s 
fluorescenčnimi označevalci. Sklopljena s konfokalnim mikroskopom omogoča pridobitev 
slik z močno izboljšano ločljivostjo (47).   
 
Izvedba imunofluorescenčnega barvanja 
V ploščo z 24 luknjami smo dali krovna stekelca. V vsako luknjico smo prenesli ustrezno 
število celic, na katerih smo naslednji dan, ko so dosegle konfluentnost, izvedli transfekcijo 
z mutantami cistatina F. Dan po transfekciji smo izvedli imunofluorescenčno barvanje. V 
vseh korakih, razen po dodatku 0,1% Tritona-X-100 in primarnih protiteles, smo imeli celice 
na stresalniku. V prvem koraku smo celice sprali z PBSom. Sledilo je pritrjevanje celic s 
400 L 4% raztopino PFA v PBSu. Nato smo celice 3x sprali s PBSom, potem pa dodali 500 
L 0,1% raztopine Tritona-X-100, ki smo jo pripravili tako, da smo 50 L Tritona-X-100 
dodali 50 mL PBSa. Sledilo je ponovno trikratno spiranje celic s PBSom, nato pa blokada 
nespecifičnih vezavnih mest s 500 L 3% raztopine BSA. V naslednjem koraku smo celice 
na krovnih steklih 1h inkubirali s primarnimi protitelesi. Na eno krovno stekelce s celicami 
smo hkrati dali primarna kunčja protitelesa proti cistatinu F (1:150), ter protitelo, s katerim 
smo preverili lokalizacijo proteina. Za preverjanje lokalizacije smo uporabili ali mišje 
primarno protitelo proti LAMP-1 (1:150) ali mišje primarno protitelo proti Golginu97 
(1:150) ali mišje primarno protitelo proti CD63 (1:150) ali pa mišje primarno protitelo proti 
TGN-46 (1:180). Redčitvena raztopina za primarna protitelesa je bila 1% raztopina BSA z 
dodatkom 0,05% Tweena-20 v PBSu. Da smo izključili nespecifično vezavo sekundarnih 
protiteles na primarna, smo eno stekelce s celicami eno uro inkubirali samo v primarnih 
kunčjih protitelesih proti cistatinu F (1:150), eno pa v primarnih mišjih protitelesih proti 
Golginu97 (1:150). Na stekelce s celicami, ki smo si ga izbrali za negativno kontrolo pa smo 
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času, ko smo druga inkubirali v primarnih protitelesih, dali 500 L PBSa. Po inkubaciji z 
primarnimi protitelesi, je sledilo trikratno spiranje s PBSom, nato pa inkubacija s 
sekundarnimi protitelesi. Uporabili smo sekundarna proti kunčja protitelesa Alexa555 
(1:1000) in sekundarna proti mišja protitelesa označena z Alexa488 (1:1100) v 1% raztopini 
BSA z dodatkom 0,05% Tweena-20 v PBSu. Celice smo inkubirali v 200 L raztopine 
sekundarnih protiteles 1 uro, zaščitene pred svetlobo. Sledilo je trikratno spiranje s PBSom. 
Nato smo krovna stekelca s celicami prestavili na objektna stekla, na katerega smo najprej 
kanili kapljico ProLong GOLD Antifade reagenta z dodanim DAPI barvilom, ki lahko preide 
skozi nepoškodovano membrano celice in obarva jedra, saj se močno veže na regije v DNA, 
ki so bogate z adeninom in timinom (48). V temi smo na sobni temperaturi preparate s 
celicami inkubirali približno 24 ur, da se je reagent posušil, nato pa jih prestavili v hladilnik. 
Tako pripravljene preparate smo pregledali s konfokalnim mikroskopom LSM 710. Laserska 




4.1. Priprava neglikoziliranih mutant 
Izvedli smo različne mutageneze na aktivni obliki cistatina F. Pripravili smo enojno 
neglikozilirano, N115Q, dvojno neglikozilirani N6162Q in N6162S ter trojno neglikozilirani 
N6162115Q in N6162S N115Q mutanti cistatina F. Asparagin smo v zaporedju AK 
zamenjali s serinom (N6162S), ki je manjša molekula in naj ne bi vplival na sekundarno 
strukturo proteina. Ker pa je serin lahko v določenih pogojih fosforiliran ali O-glikoziliran, 
smo naredili tudi mutagenezo, kjer smo asparagin v vseh primerih zamenjali z glutaminom 
(N115Q, N6162Q in N6162115Q). Po končanih mutagenezah smo vzorce z mutiranimi 
plazmidi poslali na sekvenciranje v Eurofins Genomics ter po dobljenih rezultatih analizirali 
sekvence.  
Analiza dobljenih sekvenc nam je pokazala, da so nam mutageneze v vseh primerih uspele. 
S temi mutantami ter z aktivno, glikozilirano obliko smo izvedli vse nadaljne poskuse.  
 
4.2. Izražanje, izločanje in prevzem mutant cistatina F  
Izražanje vseh petih mutant ter aktivne oblike cistatina F po transfekciji, v gojišču ter po 
privzemu proteina iz gojišča, smo preverili in vitro na celicah HeLa. Celice HeLa ne izražajo 
endogenega cistatina F, zato smo lahko s transfekcijo z različnimi mutantami opazovali 
sekrecijo cistatina F v gojišče in privzemanje proteina v celice. Opazovali smo tudi to, ali se 
v celicah HeLa po transfekciji, privzemu iz gojišča ter v gojišču transfeciranih celic mutante 
proteina izražajo v obliki monomera ali dimera. Pri tem nam je pomagal dodatek DTTja, ki 
reducira dimerno obliko cistatina F v monomerno, zato vidimo na slikah 12 in 13 na 
membranah B) lise, ki ponazarjajo monomere. Dimerne oblike proteina tako označujejo lise 
med 25 in 35 kDa, monomerne oblike pa pri približno 15 kDa. Za aktivno obliko cistatina F 
(dN) kot tudi mutanto ki ne inhibira legumaina, je že pokazano da se izven celice izločata v 
monomerni obliki, da sta v lizatih transfeciranih celic HeLa prisotni v obliki monomera in 
dimera ter da se v lizatih netransfeciranih celic po 24h v gojišču iz transfeciranih celic 
nahajata le v monomerni obliki (slika 11). Mutanta aktivne oblike cistatina F s aminokislino 
serin na mestu 63 se v transfeciranih celicah HeLa nahaja le v monomerni obliki. Njeno 
izločanje je zelo slabo in jo kondicirane celice ne prevzemajo. V prvem koraku smo zato, da 
smo videli, če je transfekcija s posameznimi plazmidi sploh uspela, najprej pogledali 
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izražanje vseh lizatov celic HeLa. Vse mutante so se izrazile v celicah HeLa. Glede na 
prisotnost in jakost lise na membrani smo ugotovili, da se enojno neglikoziliran dN N115Q 
cys F, dvojno neglikozilirana dN N6162S cys F in dN N6162Q cys F tako v dimerni, kot 
monomerni obliki v veliki meri izražajo v celicah HeLa. Neglikoziliran aktivni dN cys F 
(N6162115Q) se v transfeciranih celicah HeLa v manjši meri izraža pretežno v obliki 
monomera, trojno neglikoziliran dN N6162S N115Q cys F pa se le v manjhnem obsegu 
izraža v celicah HeLa po transfekciji in še to le v obliki monomera. V gojišče se izločata 
enojno neglikoziliran dN N115Q cys F pretežno v monomerni obliki ter dvojno 
neglikoziliran dN N6162Q cys F, ki pa se izloča tako v obliki monomera, kot dimera. V 
manjši meri se v gojišče izloča tudi dvojno neglikoziliran, fosforiliran dN N6162S cysF, 
pretežno v monomerni obliki. Z analizo membrane po prenosu western smo ugotovili, da se 
v netransfecirane celice HeLa privzema le enojno glikoziliran, pretežno monomeriziran, dN 
N115Q cys F, pa še ta v izredno majhnem obsegu. Enakomernost nanosa proteinov smo na 
koncu še preverili z inkubiranjem membran s protitelesi proti GAPHD, zato vidimo na 
spodnjih odrezkih membran enakomerno liso v velikosti 37 kDa povsod, kjer je nanešen 
vzorec lizata celice HeLa.  
 
 
Slika 11: Izražanje, izločanje in privzem N-terminalno skrajšanega (ΔN), končno skrajšanega z mutacijo 
v vezalnem mestu za legumain (ΔN, N65K) in končno skrajšane nedimerizirajoče (ΔN, C63S) mutante 
cistatina F po transfekciji celic HeLa. Slika A) prikazuje membrano po nanosu gojišča iz transfeciranih 
celic, slika B) nanose lizatov iz transfeciranih celic in slika C) nanose lizatov po privzemu proteina iz 
gojišča. Lise β-aktina na spodnjem odrezku membrane nam prikazujejo enakomernost nanosa 








Slika 12: Membrani po SDS-PAGE, po prenosu western ter inkubaciji s primarnimi in sekundarnimi 
protitelesi proti cys F. Na sliki A) vidimo rezultate brez dodanega DTTja, slika B) pa prikazuje vzorce, 
ki smo jim pred nanosom na gel dodali 100mM DTT. 
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Slika 13: Membrani po SDS-PAGE, po prenosu western ter inkubaciji s primarnimi in sekundarnimi 
protitelesi proti cys F. Na sliki A) vidimo rezultate brez dodanega DTTja, slika B) pa prikazuje vzorce, 




4.3. Lokalizacija cistatina F v transfeciranih celicah HeLa  
Po tem, ko smo dokazali prisotnost različnih oblik cistatina F v lizatih celic HeLa po 
transfekciji, nas je še zanimalo v katerih celičnih organelih se le-te lokalizirajo. Lokalizacijo 
različnih glikozilacijskih oblik smo preverili tako, da smo najprej celice HeLa na krovnih 
stekelcah transfecirali z različnimi glikozilacijskimi mutantami. Med imunofluorescenčnim 
barvanjem smo jim dodali različne kombinacije protiteles, s katerimi smo preko 
kolokalizacije cistatina F in markerjev za določene organele ugotovili kje v celici se katera 
glikozilacijska oblika lokalizira. Kolokalizacijo smo lahko zaradi uporabljenih sekundarnih 
protiteles, ki oddajajo fluorescenčno svetlobo pri različnih valovnih dolžinah, detektirali s 
konfokalnim mikroskopom. Prekrivanje rdeče in zelene barve, ki nam je na preparatih in 
slikah vidno v rumenkasti barvi, nam pove, da se cistatin F lokalizira v celičnem organelu, 
ki ga določa tisti marker. Vse slike so dobljene z istimi nastavitvami mikroskopa. 
 
• Celice HeLa transfecirane s končno skrajšanim cistatinom F 
Po imunofluorescenčnem barvanju smo glede na kolokalizacijo cistatina F in markerjev za 
endo/lizosome oziroma sekretorne poti, za glikoziliran dN cys F ugotovili, da se v celicah 
HeLa nahaja tako v vezikularnih kot v sekretornih poteh. Po slikah 14, 15, 16 in 17 vidimo, 
da glede na obsežno rumeno obarvanje, ki ponazarja kolokalizacijo, dN cys F kolokalizira 
tako z označevalci za lizosome (LAMP-1 in CD63), kot tudi z označevalci za sekretorne poti 
(Golgin-97 in TGN-46).  
 
Slika 14: Prikaz kolokalizacije cistatina F in markerja, LAMP-1, ki označuje lizosome. Na levi sliki so 
prikazane celice HeLa z uporabljenim mišjim primarnim protitelesom proti LAMP-1 in sekundarnim 
proti mišjim protitelesom, označenim z Alexa488, ki ga vidimo v zeleni barvi. Na sredinski sliki so 
prikazane celice HeLa, po uporabi primarnega kunčjega protitelesa proti cistatinu F in sekundarnega 
proti kunčjega protitelesa, označenega z Alexa555, ki oddaja rdečo fluorescenčno svetlobo. Na levi sliki 






Slika 15: Prikaz kolokalizacije cistatina F in markerja, CD63, ki označuje lizosome. Na levi sliki so 
prikazane celice HeLa z uporabljenim mišjim primarnim protitelesom proti CD63 in sekundarnim proti 
mišjim protitelesom, označenim z Alexa488, ki ga vidimo v zeleni barvi. Na sredinski sliki so prikazane 
celice HeLa, po uporabi primarnega kunčjega protitelesa proti cistatinu F in sekundarnega proti 
kunčjega protitelesa, označenega z  Alexa555, ki oddaja rdečo fluorescenčno svetlobo. Na desni sliki je 
vidna kolokalizacija N-končno skrajšanega cistatina F v celicah Hela in markerja za lizosome, CD63.
 
Slika 16: Prikaz kolokalizacije cistatina F in markerja Golgin97, ki označuje sekretorne poti. Na levi 
sliki so prikazane celice HeLa z uporabljenim mišjim primarnim protitelesom proti Golgin-u 97 in 
sekundarnim proti mišjim protitelesom, označenim z Alexa488, ki ga vidimo v zeleni barvi. Na sredinski 
sliki so prikazane celice HeLa, po uporabi primarnega kunčjega protitelesa proti cistatinu F in 
sekundarnega proti kunčjega protitelesa, označenega z  Alexa555, ki oddaja rdečo fluorescenčno 
svetlobo. Na desni sliki je vidna kolokalizacija N-končno skrajšanega cistatina F v celicah Hela in 






• Celice HeLa, transfecirane s končno skrajšanim, N6162S cistatinom F 
Slike, pridobljene s pomočjo konfokalnega mikroskopa, so nam pokazale, da se dvojno 
neglikoziliran dN N6162S cys F v celicah HeLa nahaja predvsem v sekretornih poteh. Po 
slikah 18 in 19 vidimo, da glede na odsotnost prekrivanja rdečega in zelenega obarvanja ni 
kolokalizacije z markerji za lizosome (LAMP-1 in CD63), na slikah 20 in 21 pa vidimo lepo 














• Celice HeLa, transfecirane z N-končno skrajšanim, N6162S N115Q cistatinom 
F 
Neglikozilirana mutanta, dN N6162S N115Q, se glede na slike po imunocitološkem 
barvanju kolokalizira z markerji za sekretorne poti. Glede na sliki 22 in 23 vidimo, da ni 
kolokalizacije te mutante z markerji za lizosome, je pa vidna, čeprav glede na precej slabotno 
rumeno obarvanje, delna kolokalizacija z markerji za sekretorne poti, z Golginom-97 in 












 Celice HeLa, transfecirane z N-končno skrajšanim, enojno neglikoziliranim 
cistatinom F (N115Q) 
Po analizi slik prikaza kolokalizacije, smo ugotovili, da se enojno neglikoziliran dN N115Q 
cys F glede na rumeno obarvanje v delih slike, delno kolokalizira z markerji za 
endosome/lizosome, z LAMP-1 in CD63 (sliki 26 in 27). Intenzivno in obsežno rumeno 
obarvanje pa nam prikazuje močno kolokalizacijo enojno neglikoziliranega proteina z 













• Celice HeLa, transfecirane s končno skrajšanim, dvojno neglikoziliranim 
(N6162Q) cistatinom F 
Analiza slik pridobljenih s konfokalnim mikroskopom nas je pripeljala do ugotovitve, da 
dvojno neglikozilirana mutanta aktivne oblike cistatina F, dN N6162Q cys F, kolokalizira le 
z markerji za sekretorne poti, z Golginom-97 in TGN-46 (slika 32 in 33). Glede na sliki 30 
in 31, kjer ni vidne nobene kolokalizacije z markerjema za endo/lizosome, z LAMP-1 in 
CD63, pa lahko rečemo, da se dvojno neglikozilirana mutanta v celicah HeLa ne nahaja v 













• Celice HeLa, transfecirane s N-končno skrajšanim, neglikoziliranim 
(N6162115Q) cistatinom F 
Slike, ki prikazujejo kolokalizacijo trojno neglikoziliranega končno skrajšanega N6162115Q 
cistatina F v celicah HeLa z markerji za sekretorne poti in za endo/lizosome, so pokazale, da 
se ta mutant nahaja le v sekretornih poteh, kar vidimo po močni rumeni barvi, ki nakazuje 
kolokalizacijo dN N6162115Q cys F z Golginom-97 in TGN-46 (slika 36 in 37). Na slikah 






















Cistatin F je edini endogeni inhibitor cisteinskih peptidaz družine C1, ki je lokaliziran v 
endosomih/lizosomih. Preko inhibicije katepsinov C, H in L, glavnih aktivatorjev grancima 
B in perforina, ki imata pomembno vlogo pri citotoksičnosti, posredovani s citotoksičnimi 
granulami, je cistatin F vključen v regulacijo citotoksičnosti NK celic in CTL. Te celice 
predstavljajo najpomembnejši mehanizem za odstranjevanje virusov, transformiranih in 
rakavih celic (8). Katepsini C, H in L so lokalizirani v lizosomih, zatorej mora cistatin F za 
interakcijo z njimi najprej priti do lizosomov. Lizosomsko membrano prehaja s pomočjo 
M6P receptorja, ki prepozna specifične M6P strukturne elemente, ki so del pripetega 
oligosaharida na N-glikoziliranih asparaginih (7). Na neskrajšani, neaktivni obliki (wild-type 
obliki) cistatina F je bila lokalizacija proteina v odvisnosti od glikozilacijskega profila že 
dokazana. Uporabljene so bile mutante, ki so imele asparagine na mestih 61, 62 in 115 
zamenjane s serinom. Ugotovili so, da se majhen delež dvojno neglikoziliranega N6162S 
privzema v celice, se kolokalizira z markerjem za lizosome LAMP-1 in delno tudi inhibira 
aktivnost lizosomskih peptidaz. Neglikoziliran cistatin F se je v izredno majhnem deležu 
privzemal v celice. To kaže na to, da najverjetneje obstaja še alternativna pot privzema 
cistatina F v celico (9). Zato smo v okviru magistrske naloge ugotavljali ali lahko enako kot 
pri neskrajšani obliki, tudi pri aktivni obliki cistatina F z modifikacijo glikozilacijskega 
profila vplivamo na njegov prehod preko membran in s tem na njegovo lokalizacijo v 
celičnih organelih. To smo preverili tako, da smo najprej pripravili različne neglikozilirane 
mutante, ki smo jim asparagine, na katerih je možna N-glikozilacija, zamenjali najprej s 
serini, na katerih sta možni O-glikozilacija ali fosforilacija, in na koncu z glutamini, na 
katerih glikozilacija sploh ni možna. Možna glikozilacijska mesta v cistatinu F so na mestih 
61 in 115, ki sta kanonični glikozilacijski mesti, ter še na alternativnem 62 mestu.  
Pri analizi izražanja cistatina F s prenosom western (slika 11) lahko vidimo močno izražanje 
aktivne, glikozilirane oblike cistatina F tako v transfeciranih celicah, v gojišču in v lizatih 
netransfeciranih celic po privzemu cistatina F iz gojišča. Tudi slike po imunocitološkem 
barvanju in konfokalni mikroskopiji nam lepo prikazujejo pričakovano kolokalizacijo 
aktivne, glikozilirane oblike proteina z markerji za sekretorne poti, Golgin97 in TGN-46, ter 
tudi z markerji za endo/lizosomske poti, LAMP-1 in CD63 (slika 14, 15, 16 in 17). Na 
podlagi slik in rezultatov lahko potrdimo že dokazana dejstva, da glikoziliran N-končno 
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skrajšan protein prehaja tako celično, kot endo/lizosomsko membrano preko z M6P-
receptorjem posredovane poti. Uspešnost in vitro vezave liganda z M6P-receptorjem je 
odvisna od števila terminalnih manoz, ki olajšajo privzem proteina preko M6PR-poti. 
 
Rezultati prenosa western od dvojno neglikoziliranega, aktivnega proteina, dN N6162S cys 
F, nam prikazujejo da se ta mutanta izraža v transfeciranih celicah, le deloma se izloča iz 
celice v gojišče, sploh pa se ne privzema v celico. Kolokalizacija mutante cistatina F z 
različnimi markerji, videna na slikah konfokalne mikroskopije pa to potrjuje. Na slikah 18 
in 19 se vidi, da se protein ne kolokalizira z markerji za lizosome, LAMP-1 in CD63, in tako 
ne prehaja v endosome/lizosome, se pa v veliki meri kolokalizira z markerji za sekretorne 
poti, z Golginom97 in TGN 46 (slika 20 in 21). Po transfekciji s trojno neglikoziliranim, a 
na mestih 61 in 62 fosforiliranim cistatinom F, celice HeLa izražajo ta protein, čeprav glede 
na jakost lise (slika 12 in 13) v manjši meri, kot druge mutante. Vendar pa je po dodatku 
DTTja, ki vso dimerno obliko proteina reducira do monomerne, jakost lise primerljiva z 
ostalimi. Trojno neglikoziliran, N6162S N115Q, protein se po transfekciji ne izloča v gojišče 
in tudi ne privzema v celico. Tudi rezultati imunofluorescenčnega barvanja se skladajo s 
prenosom western. Opazi se kolokalizacija te mutante z markerji za sekretorne poti, z 
Golginom97 in TGN46 (vizualizacija protitelesa TGN46 je sicer izredno slaba), ni pa nobene 
vidne kolokalizacije z markerji za endo/lizosomske poti, z LAMP-1 in CD63. Iz rezultatov 
za ti dve mutanti, ki sta neglikozilirani, a potencialno fosforilirani, ki ne prikazujejo ne 
privzema v celice in tudi ne nobene kolokalizacije z markerji za endo/lizosomske poti, lahko 
sklepamo, da je glikozilacija na mestih 61 in 62 izredno pomembna za prehod v 
endosome/lizosome, fosforilacija na teh dveh mestih pa nima posebnega vpliva na to. Glede 
na razliko v tem, da se neglikoziliran N6162S N115Q cistatin F ne izloča iz celice, druga 
mutanta, N6162S, ki pa je na mestu 115 še vedno glikozilirana, pa se, očitno glikozilacija 
pripomore k prehodu proteina iz celice v gojišče, v organizmu pa v ekstracelularni prostor. 
S prenosom western ter konfokalno mikroskopijo smo preverili tudi izražanje in lokalizacijo 
neglikozilacijskih mutant aktivne oblike cistatina F, ki smo jih z mutagenezo pripravili sami. 
Enojno, N-končno neglikoziliran, N115Q, aktiven cistatin F se glede na rezultate po prenosu 
western močno izraža v transfeciranih celicah HeLa, pa tudi v gojišču ter v manjši meri v 
celicah HeLa, ki so privzele protein iz gojišča (slika 12 in 13). Na slikah, dobljenih s 
konfokalno mikroskopijo, vidimo delno kolokalizacijo neglikoziliranega proteina z markerji 
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za endo/lizosomske poti, z LAMP-1 in CD63 (slika 26 in 27), ter močno izraženo 
kolokalizacijo z markerji za sekretorne poti, z Golginom97 in TGN46 (slika 28 in 29). Glede 
na vse te rezultate lahko sklepamo, da lahko končno neglikoziliran, N115Q, aktiven cistatin 
F prehaja celično membrano in se tako lahko izloča in privzema iz ter v celico, deloma pa 
prehaja tudi v endo/lizosome in je tako v neki meri sposoben inhibicije lizosomskih peptidaz. 
Rezultati prenosa western dvojno neglikozilirane mutante aktivne oblike cistatina F, 
N6162Q, nam prikazujejo močno izražanje proteina v celicah HeLa po transfekciji (slika 
13). Lisa je izredno močna tudi pri nanosu gojišča iz transfeciranih celic, tako da se protein 
v veliki meri izloča iz celic. Na membrani, kjer smo vzorcu dodali DTT, vidimo šibko liso 
tudi pri nanosu vzorca iz lizatov celic HeLa, ki smo jim dodali gojišče iz tranfeciranih celic. 
Lisa je zelo šibka, tako da se protein očitno v majhnem deležu privzema v celice, kar kaže 
ali na alternativno pot glede na M6P, ali pa na to, da lahko v določeni meri prehod preko 
celične membrane s pomočjo M6P-poti omogoči vezava oligosaharida na mestu 115. Slike, 
dobljene s konfokalno mikroskopijo, nam ne kažejo kolokalizacije dvojno neglikozilirane 
oblike cistatina F (N6162Q) z markerji za endo/lizosome, z LAMP-1 in CD63 (slika 30 in 
31), lahko pa opazimo kolokalizacijo z markerji za sekretorne poti, z Golginom97 in TGN-
46 (slika 32 in 33).  
Po interpretaciji vseh rezultatov lahko sklepamo, da se dvojno neglikoziliran (N6162Q) 
aktiven cistatin F v veliki meri izloča iz celice, le v majhni meri pa je zmožen prehoda v 
celico preko celične membrane. Ker kolokalizacija z markerji za endo/lizosome ni vidna, 
lahko sklepamo, da protein ni zmožen prehoda v endo/lizosome in tako ni zmožen inhibicije 
lizosomskih peptidaz. Dobljeni rezultati za neglikozilirano mutanto (N6162115Q) aktivne 
oblike cistatina F so izredno podobni trojno neglikozilirani mutanti, N6162S N115Q, aktivne 
oblike cistatina F. Na prenosu western (slika 13) je vidna močna lisa le na mestu, kjer smo 
nanesli lizate transfeciranih celic HeLa z N6162115Q mutanto aktivne oblike cistatina F. 
Slike s konfokalnega mikroskopa to potrjujejo, saj ni vidne nobene kolokalizacije z markerji 
za endo/lizosome, LAMP-1 in CD63 (slika 34 in 35), je pa vidna kolokalizacija z markerji 
za sekretorne poti, z Golginom97 in TGN46. Glede na te rezultate lahko lahko rečemo, da 
se neglikozilirana mutanta aktivne oblike ne izloča iz celice in tudi ne prehaja v celico preko 




N-glikozilacija aktivne oblike cistatina F ima velik vpliv na njeno lokalizacijo znotraj celice, 
pa tudi na prehod preko celične membrane preko M6P-poti. Za prehajanje v celico ter preko 
endo/lizosomske membrane lahko glede na naše rezultate sklepamo, da sta, tako kot pri divji 
obliki, kot tudi pri aktivni obliki izredno pomembni glikozilacijski mesti N61 in N62. 
Dobljen rezultat prenosa western za dvojno neglikozilirano mutanto (N6162Q) aktivne 
oblike cistatina F (slika 13) kaže na to, da je v določeni meri za prehod v celico dovolj 
glikozilacija na N115, ali pa da obstaja alternativen mehanizem prenosa, neodvisen od M6P 
poti. Glikozilacijsko mesto na koncu proteina, 115 pa kot kaže nima velike vloge pri prehodu 
v celico in v endo/lizosome, lahko pa v odsotnosti glikozilacije na mestih 61 in 62 omogoči 
prehajanje proteina preko celične membrane v ekstracelularni prostor. Morebitna 
fosforilacija ali O-glikozilacija, namesto N-glikozilacije, na mestih N61 in N62 pa glede na 
naše rezultate ne pripomore niti k prehodu proteina preko endo/lizosomske membrane, niti 
celične membrane. 
S pomočjo inhibicije encimov, ki sodelujejo pri post-translacijskem pripenjanju N-vezanih 
glikanov na proteine, glikozil transferaz, bi lahko onemogočili prehod cistatina F v celico in 
v endo/lizosome, kar bi onemogočilo njegovo inhibicijo lizosomskih peptidaz, predvsem 
katepsina C. S tem bi povečali citotoksičnost NK celic proti rakavim in z virusom okuženim 
celicam. Inhibicija glikozil transferaz, čeprav težavna za izvedbo, bi lahko izboljšala 





• Aktivna, polno glikozilirana oblika se lahko internalizira tako v celico, kot tudi v 
endosome/lizosome, kjer inhibira lizosomske peptidaze.  
• Enojno neglikozilirana mutanta (N115Q) se izloča iz celice, deloma tudi privzema v 
celico, in glede na rezultate konfokalne mikroskopije tudi delno prehaja v 
endosome/lizosome.  
• Dvojno neglikozilirana mutanta (N6162Q) se izloča iz celice, privzemanje v celice pa ji 
je onemogočeno. Ta mutanta tudi ne prehaja v endosome/lizosome.    
• Dvojno neglikozilirana, fosforilirana mutanta (N6162S) se izloča iz celice, onemogočen 
pa ji je privzem v celice. Glede na rezultate konfokalne mikroskopije ji je onemogočen 
tudi prehod v endosome/lizosome.   
• Neglikozilirani mutanti (N6162115Q in N6162S N115Q) se ne izločata iz celice, ne 
privzemata v celico in tudi ne prehajata v endosome/lizosome.  
• Fosforilacija namesto glikozilacije na mestih N61 in N62, ne pripomore k izločanju in 
privzemu proteina in tudi ne na njegov  prehod v endosome/lizosome.   
• Na izločanje proteina iz celice, privzem proteina v celico ter na prehod v 
endosome/lizosome v največji meri vplivata glikozilaciji na mestih N61 in N62.  
• Glikozilacija na N115 ima vpliv na izločanje proteina iz celice, manj pa na njegov prehod 
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